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Resumen y Abstract IX 
 
Resumen 
Con el fin de seleccionar microorganismos con actividad ligninocelulolitica para la 
degradación de tamo de arroz, en este trabajo se evaluaron 8 microorganismos 
previamente aislados (7.1, 8, 4.5, 4.5’, 9, T1.1, H1, 7.4) a los cuáles se les realizaron 
pruebas cualitativas y cuantitativas. Con los resultados obtenidos, se escogieron los 
mejores microorganismos celulolíticos y ligninolíticos para realizar la evaluación de la 
actividad enzimática (endoglucanasa, exoglucanasa, β-glucosidasa, xilanasa, lacasa, 
manganeso peroxidasa) en medio líquido, variando la fuente de carbono y la fuente de 
nitrógeno, con la finalidad de seleccionar el microorganismo ligninolítico y el 
microorganismo celulolítico más efectivo en la producción de estas enzimas. Una vez 
escogidos, se procedió a realizar la evaluación de la degradación en tamo de arroz en 
condiciones de invernadero, encontrando una rápida colonización de los 
microorganismos, e inducción de la actividad enzimática celulolítica y/o ligninolítica. 
 
 









X Evaluación de la actividad enzimática de aislamientos microbianos celulolíticos y ligninóliticos, y su 
aplicación en la degradación de tamo de arroz (Oryza sativa) 




To select microorganisms with lignocellulolytic activity for degradation of rice straw, 8 
previously isolated microorganisms were evaluated in this work (7.1, 8, 4.5, 4.5', 9, T1.1, 
H1, 7.4) with qualitative and quantitative tests. With the obtained results, the best 
cellulolytic and ligninolytic microorganisms were chosen to carry out the evaluation of 
enzyme activity (endoglucanase, exoglucanase, β-glucosidase, xylanase, laccase, 
manganese peroxidase) in liquid medium, varying the carbon source and the nitrogen 
source. In order to select the most effective  ligninolytic and cellulolytic microorganism in 
the production of these enzymes. Once chosen, proceeded to carry out the evaluation of 
the degradation in rice straw under greenhouse conditions, finding a rapid colonization of 
microorganisms, and induction of cellulolytic and  ligninolytic activity. 
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El sector agrícola, constituye una de las divisiones económicas más importantes a nivel 
mundial, En Colombia, este sector es el segundo creador de empleo después del sector 
de servicios sociales, comunales, y personales, además de generar el 14% del producto 
interno bruto (MADR, 2004).  
 
Entre los productos agrícolas más abundantes en el país, se encuentra el arroz, siendo 
Colombia, el segundo país productor de arroz en América Latina y el Caribe (FAO, 2004). 
Adicionalmente, este cultivo, es uno de los cultivos más importantes del país, 
encontrándose como el tercero en extensión después del café y el maíz.  
 
Después de la cosecha del arroz, en el campo quedan residuos derivados de las hojas, 
tallos y demás productos que no son de consumo humano, los cuales, en su conjunto 
reciben el nombre de tamo de arroz, estos productos, tienen una tasa de degradación 
lenta, generando problemas para el agricultor debido a la dificultad de su manejo; 
mundialmente la producción de este residuo es de 650 a 975 millones de toneladas al 
año (Kadam, 2000). 
 
Entre los usos que se le han dado al tamo de arroz se encuentra la producción de 
hongos comestibles, fibra para papel, alimentación animal, y la producción de etanol 
(Kadam, et al., 2000; Abril, et. al. 2009). Sin embargo, para poder darle estos usos al 
residuo, es necesario realizar pretratamientos químicos o biológicos, además de realizar 
la recolección, transporte y almacenamiento del mismo, generando un aumento en los 
costos de estos procesos y siendo insuficientes para su eliminación, utilizando en estas 
medidas únicamente el 0,6% del residuo producido en el mundo (Kadam, 2000). 
 
El manejo que se le da a estos residuos en el campo es de dos tipos: la quema, el cual 
es un método rápido y poco costoso, y la incorporación del tamo en el suelo. La quema 
en el campo, fue el manejo más común entre los agricultores, debido a que es una forma 
rápida de eliminación del producto (Kadam, et al., 2000),  dando como resultado el 
retorno de nutrientes al suelo, eliminación de patógenos y semillas malas hierbas 
(Kadam, et al., 2000; Abril, et. al. 2009). Sin embargo, este procedimiento también resulta 
en la eliminación de microorganismos benéficos para el cultivo, disminuye la capa 
vegetal, y genera grandes cantidades de gases de invernadero como dióxido de carbono, 
metano y monóxido de carbono, entre otros, se ha calculado que se generan 13 
toneladas de dióxido de carbono por cada 2.5 toneladas de tamo quemado (Kadam, et 
al., 2000; Abril, et. al. 2009). Por esta razón ésta práctica ha ido disminuyendo y 
prohibiéndose en diferententes partes del mundo, en  Colombia, a partir del decreto 948 
de 1995 se estableció la regulación ambiental para las quemas abiertas realizadas para 
este tipo de residuos, y fue modificado por el decreto 2107 de 1995, estableciendo que 
las quemas abiertas estarán controladas y sujetas a las reglas establecidas por el 




Actualmente la práctica más común en Colombia es la incorporación del tamo, este 
proceso genera retorno de nutrientes en el suelo, y no genera costos adicionales para los 
agricultores. Sin embargo debido a la dificultad en la degradación de estos residuos, el 
proceso al incorporarlo en el campo es muy demorado, generando proliferación de 
patógenos y producción de metano en el proceso, adicionalmente el tiempo entre 
siembra aumenta mientras este producto es degradado. Recientemente se han 
propuesto diferentes opciones en el manejo de tamo de arroz entre las que se encuentra 
la preparación de compost,  esta técnica facilita la degradación del residuo con aporte de 
nutrientes en el suelo (Goyal, et. al. 2009) sin embargo, requiere de procedimientos 
adicionales (como adecuación de un lugar para el proceso, y traslado del tamo). 
 
Los residuos vegetales como el tamo de arroz se caracterizan por tener entre sus 
componentes lignina, celulosa y hemicelulosa, estos componentes pueden ser 
degradados por diversos microorganismos, principalmente hongos, siendo los más 
estudiados los Basidiomycetes y los Ascomycetes. Estos microorganismos son capaces 
de producir gran cantidad de enzimas ligninolíticas y celulolíticas respectivamentes que 
les permiten utilizar estos residuos como fuente de carbono durante el proceso de 
degradación.  
 
Debido a la necesidad de mejorar las prácticas agrícolas, en los últimos tiempos, se han 
buscado alternativas que lleven al aprovechamiento de los recursos, con disminución en 
los costos y el fortalecimiento de procesos más amigables con el medio ambiente, 
convirtiendo a la agricultura en un sistema de desarrollo económico capaz de soportar las 
necesidades alimenticias del mundo sin generar efectos colaterales sobre el medio 
ambiente y los ecosistemas. 
 
Teniendo en cuenta las características anteriores en el manejo del tamo de arroz, se han 
llevado a cabo algunos estudios utilizando microorganismos capaces de degradar el 
tamo de arroz directamente en el campo, esta técnica, convierte el residuo en productos 
más simples, que al integrarse al suelo, generan el retorno de nutrientes en el suelo 
disminuyendo el uso de fertilizantes químicos, así mismo la producción de contaminantes 
en el proceso va a disminuir, convirtiéndose en un proceso sostenible. En Colombia, 
Cuevas, 2010, encontró retorno de nutrientes en el suelo al agregar microorganismos 
como parte del tratamiento del tamo de arroz in situ.   
 
Con el objetivo de encontrar una alternativa viable que pueda reemplazar la quema del 
tamo de arroz, y hacer más eficiente la incorporación del tamo en el campo, el grupo de 
investigación de bioprocesos y bioprospección del Instituto de Biotecnología de la 
Universidad Nacional de Colombia, en conjunto con la empresa Biocultivos S.A. aisló y 
seleccionó microorganismos con actividad ligninocelulolítica, para ser investigados por su 
posible actividad sobre el tamo de arroz in situ. 
 
En este proyecto se pretende evaluar los aislamientos ligninocelulolíticos seleccionados 
previamente por el grupo de investigación, evaluando la actividad enzimática que 
presentan y el efecto de la aplicación de estos microorganismos directamente en el tamo 





1. Marco teórico 
1.1 El arroz 
 
El arroz es uno de los principales productos de consumo en el mundo, gracias a sus 
características nutritivas se considera de vital importancia para la seguridad alimentaria 
especialmente en países con altos índices de desnutrición, debido a que representa el 
27% del consumo de energía y 20% del consumo de proteínas alimenticias; es el 
alimento básico de 17 países de Asia y del Pacífico, 8 países de África, 7 países de 
América Latina y el Caribe, y 1 del Cercano Oriente (FAO, 2004).  
 
Los principales productores de este grano son China e India con un 51% de la 
producción mundial, seguidos por Indonesia, Bangladesh, Vietnam, Tailandia, Brasil y 
Japón (FAO, 2004). Es considerado uno de los cultivos más antiguos del planeta, 
iniciando hace 10000 años en las regiones húmedas de Asia. Encontrando incluso 
referencias de su consumo en la literatura China desde el año 3000 a.c. (Fedearroz, 
2012). 
 
En Colombia, el arroz es uno de los cultivos más importantes, siendo el tercer producto 
en extensión después del café y el maíz. Este cultivo se desarrolla en 21 departamentos 
y 215 municipios, desde la Guajira hasta el Valle del Cauca, y desde Chocó hasta 
Arauca, generando el 48% del empleo en estos municipios (Fedearroz, 2010). El área de 
siembra para el primer semestre de 2013 fue de 293.179 ha de arroz mecanizado y su 
producción fue de 852.190 toneladas (DANE, 2013). Durante el primer semestre de 2013, 
los departamentos que presentaron mayor área sembrada fueron Casanare, Meta, 
Tolima y Huila, respectivamente, siendo Casanare el departamento con un mayor área 
sembrada (32%), mientras que el departamento del Tolima presentó la mayor área 
cosechada correspondiente al 33,8% de la cosecha nacional (DANE, 2013). 
 
1.1.1 Generalidades del arroz 
 
El arroz es una planta monocotiledónea, se caracteriza por tener sus hojas en forma de 
lámina plana. El tamaño de la planta varía de 40 cm (enanas) hasta más de 7 metros 
(flotantes). Los órganos de la planta son considerados como vegetativos y florales (o 
reproductores): los primeros se componen de las raíces, los tallos y las hojas, mientras 
que los segundos se componen de las flores y la semilla (Franquet, 2004). Esta planta es 
perteneciente a la división Magnoliophyta, que incluye plantas con flores, y semillas 
envueltas como una concha, pertenece a la familia Poaceae, y orden Cyperales, que 
incluye a los granos y cereales (Tabla 1-1).  
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aplicación en la degradación de tamo de arroz (Oryza sativa) 
 
 
Entre las condiciones de crecimiento de la planta se encuentra que el cultivo de arroz es 
producido mayormente en climas húmedos tropicales, puede sembrarse desde el nivel 
del mar hasta los 2500 msnm y dependiendo la zona puede ser secano o inundado. Para 
que se lleve a cabo la germinación de las semillas es necesario una temperatura óptima 
entre los 30 a 35°C, y para su crecimiento 23°C (Franquet, 2004). Las temperaturas 
extremas pueden afectar el rendimiento del grano, de esta forma, cuando la temperatura 
es baja se ve limitada la tasa de crecimiento y desarrollo de la planta, por el contrario, 
cuando la temperatura es muy alta se genera estrés térmico sobre la planta. Otro factor 
importante en el cultivo de arroz es el agua y la humedad en el cultivo, ya que es esencial 
para mantener un adecuado manejo de los nutrientes, malezas y enfermedades, si las 
condiciones son de secano la lluvia es un factor crítico (Chaudhary et al., 2003).  
 
 




1.1.2 Tamo de arroz 
 
Durante la cosecha del arroz se generan diversos residuos que no son de utilidad para el 
agricultor, el conjunto de estos residuos es llamado tamo de arroz y comprende los tallos 
y las hojas de la planta, los cuales constituyen aproximadamente el 50% de peso seco de 
la planta de arroz (Kausar et al., 2010).  
 
Se ha reportado que la producción mundial de este residuo, se encuentra entre 650 a 
975 millones de toneladas al año (Mohan et al., 2012), de los cuales el 0,6% se dispone 
para alimentación animal, producción de fibra de papel, producción de hongos 
comestibles, y producción de bioetanol, estos usos requieren recoger el tamo de arroz 
del campo, transportarlo, y la necesidad de un sitio para su almacenaje, lo que genera 
costos adicionales para los agricultores, además de pérdidas de nutrientes en el campo 
(Kadam et al., 2000); En Colombia, las variedades de arroz sembradas producen en 
promedio entre 6-8 toneladas por hectárea al año de materia seca de tamo de arroz, lo 
que se traduce en alrededor de 3 ton/ha de carbono y 50 kg/ha de nitrógeno al ser 
incorporado en el suelo (Garcés & Ospina, 2009). Otros nutrientes que se encuentran 
presentes en este residuo son potasio, calcio, manganeso, sílice, hierro, cobre, y 
magnesio, los cuales van a quedar disponibles para las plantas una vez este material sea 
degradado. El fósforo en el tamo de arroz se encuentra en una proporción muy baja 
Reino                      Plantae  
Subreino                 Tracheobionta 
Super división         Spermatophyta  
División                  Magnoliophyta  
Clase                      Liliopsida  
Subclase                Commelinidae 
Orden                     Cyperales 
Familia                   Poaceae  
Genero                  Oryza L.  
Especie                 Oryza sativa L. 
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debido a que se encuentra principalmente en las semillas (Garcés & Ospina, 2009). Entre 
los principales componentes de los residuos vegetales se encuentran la  celulosa, 
hemicelulosa, lignina, azúcares simples, aminoácidos, ácidos alifáticos, entre otros 
(Garcés y Ospina, 2009). Siendo los más abundantes en el tamo de arroz la celulosa (35-
40%), la hemicelulosa (25-30%), y la lignina (10-15%) (Mohan et al., 2012), materiales 
que hacen difícil su degradación. 
 
 El residuo que es dejado en el campo puede ser tratado de dos formas, la primera es la 
quema en el campo y la segunda la incorporación en el suelo: 
 
 Quema en campo: la quema en campo se realiza de 4 a 5 días después de la 
cosecha cuando está lo suficientemente seco para su quema, este es el método más 
barato y rápido para la disposición de los residuos, adicionalmente ayuda con el 
control de patógenos en el suelo y la proliferación de malas hierbas (Kadam et al., 
2000). Sin embargo, genera grandes emisiones de gases invernadero como dióxido 
de carbono y monóxido de carbono que pueden ser perjudiciales para el medio 
ambiente. 
 Incorporación en el suelo: este método genera retorno de nutrientes al suelo, sin 
embargo, debido a la demora en la degradación del residuo, el proceso es más lento 
por lo cual se puede generar proliferación de patógenos y emisiones de metano 
produciendo contaminación, y aumentando el tiempo entre siembras para los 
agricultores (Zhang et al., 2013).  
1.2 Materiales ligninocelulósicos 
 
Los materiales ligninocelulósicos, son el recurso orgánico más abundante en el suelo, por 
consiguiente, representan la mayor parte de los residuos de cosecha provenientes de la 
agricultura, estos materiales son poco utilizados y son considerados generalmente como 
desechos, siendo degradados en la naturaleza únicamente por algunos microorganismos 
(Montoya, 2008; Sánchez, 2009).  
 
La ligninocelulosa es el principal componente de la biomasa de la planta y está 
compuesta por tres tipos de polímeros: celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales se 
encuentran conformando la pared celular de las plantas. Por lo general esta pared se 
divide en primaria (conformada por pectinas, proteínas, celulosa y hemicelulosa) y 
secundaria (conformada por celulosa y bajo contenido de pectinas), ésta última a su vez 
se divide en pared secundaria 1, pared secundaria 2 y pared secundaria 3, siendo la 
pared secundaria 2 la más gruesa y la que contiene la mayor parte de la celulosa. Por 
otro lado, la lignina se encuentra principalmente en la lamela media (conformada por 
pectinas) la cual se une a las células adyacentes. En la figura 1-1 se observa la 
conformación de la pared celular y la distribución de celulosa, hemicelulosa y lignina en 
ésta (Menon & Rao, 2012).  
 
Las microfibrillas de la celulosa se unen a la hemicelulosa, la lignina, y otros polímeros de 
carbohidratos asociándose en forma de macrofibrillas y formando una estructura 
compleja que conduce a la estabilidad del material y le confiere resistencia estructural a 
la planta, dando como resultado una difícil degradación del material (Chang et al., 2011; 
Chen et al., 2011). La lignina se asocia con polisacáridos, como la hemicelulosa por 
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medio de enlaces covalentes, confiriéndole una barrera protectora a la celulosa e 








La celulosa puede ser producida por algunos animales y bacterias, además de ser el 
principal componente de la biomasa de la planta, este polímero compone 
aproximadamente del 35 al 50% de peso seco de la planta, en pocos casos como el 
algodón, la celulosa puede encontrarse cerca a un estado puro, pero en la mayoría de los 
casos se encuentra formando una matríz con la hemicelulosa y la lignina y esta matriz de 
interacción varía dependiendo el tipo de célula vegetal y la madurez (Lynd et al., 2002). 
 
La celulosa es un biopolímero lineal compuesto por varias moléculas de D-glucosa 
unidas por enlaces glicósidicos β-1,4 (Figura 1-2). Estas cadenas de glucosa (30 
unidades de glucosa aproximadamente) están unidas por puentes de hidrógeno entre los 
grupos hidroxilo dando origen a las protofibrillas, las cuales a su vez se unen y dan 
origen a las microfibrillas, estas últimas se ensamblan entre ellas formando las fibras de 
celulosa que son entrelazadas por interacciones no covalentes con la hemicelulosa y la 
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Figura 1- 2: Estructura de la celulosa (Kumar et al., 2008) 
 
Las microfibrillas se organizan en forma paralela y se pueden encontrar dos regiones, la 
cristalina en donde las moléculas de glucosa están organizadas, y la amorfa donde se 
encuentran desorganizadas. En la región cristalina los componentes moleculares de las 
microfibrillas están organizados de forma compacta por puentes de hidrógeno, la unidad 
básica está formada por ocho moléculas de celobiosa arregladas en capas de moléculas 
paralelas por medio de interacciones débiles entre los átomos de glucosa adyacentes. La 
célulosa cristalina es insoluble en la mayoría de los solventes incluyendo el agua 
(Martínez et al., 2008; Montoya, 2008). Por su parte la región amorfa también es 
conocida como celulosa para- cristalina, está compuesta por microfibrillas que contienen 
torceduras o regiones vacías que permiten la formación de microporos, volviéndola 
menos compacta y permitiendo la penetración de moléculas grandes, como el agua y 
enzimas (Martínez et al., 2008; Montoya, 2008). 
1.2.2 Hemicelulosa 
 
La hemicelulosa es el segundo polisacárido más abundante en la naturaleza, al contrario 
de la celulosa su estructura no es homogénea. Está formado por polímeros de diversas 
pentosas (D-xilosa, y L-arabinosa), hexosas (D- manosa, D-glucosa, D-galactosa), y 
azúcares ácidos (ácido glucurónico y ácido galacturónico). Los heteropolisacáridos que 
conforman la hemicelulosa forman una cadena plana de azúcares unidos casi siempre 
por enlaces β-1,4 y es altamente ramificada con sustituyentes de diferentes tipos, 
generalmente de un solo azúcar de longitud (Montoya 2008; Martínez et al., 2008). 
 
Las hemicelulosas se pueden clasificar en dos tipos, manano y xilano. El manano, 
contiene azúcares como la glucosa, manosa y galactosa, su composición es variable 
encontrando en maderas duras glucomananos y en maderas blandas galactomananos y 
galactoglucomananos, estas últimas contienen un mayor contenido de manano (Van Dyk 
& Pletschke, 2012). 
 
El xilano es la hemicelulosa más abundante en la naturaleza, se encuentra 
principalmente en maderas duras y plantas herbáceas, constituye aproximadamente del 
30-35% del peso seco de las plantas (Van Dyk & Pletschke, 2012). Consiste en un 
heteroglicano formado por una cadena lineal de unidades β-D-xilopiranosil con uniones 
β-1,4 y sustituyentes unidos a la cadena principal por enlaces glicosídicos o éster, estos 
sustituyentes son generalmente acetato, metilglucoranato y L-arabinofuranosa (Figura 1-
3). Los grupos acetilo son los responsables de la solubilidad del xilano en el agua, y 
dependiendo de la fuente de xilano la cantidad de estos sustituyentes varía, por lo tanto, 
en maderas duras se encuentra gran cantidad de glucoranato y baja cantidad de 
arabinosa con altos niveles de acetilación, en maderas blandas, el xilano no es acetilado 
y contiene L-arabinofuranosa unido por enlaces α-1,3-glicosídicos, mientras que en 
plantas herbáceas como el arroz contienen gran cantidad de arabinosa  (Montoya, 
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2008;Chávez et al., 2006; Van Dyk & Pletschke, 2012). En la pared celular de la planta, el 
xilano se encuentra formando una capa superpuesta por medio de puentes de hidrógeno 
con la celulosa y se enlaza de forma covalente con la lignina para formar la compleja 
estructura ligninocelulolítica (Van Dyk & Pletschke, 2012). 
 




La lignina, el tercer polímero más abundante en la naturaleza, le provee a la planta 
rigidez y protección contra el ataque de diferentes microorganismos. Éste polímero está 
conformado por unidades de fenilpropano cuyos precursores son tres alcoholes 
aromáticos (monolignoles), alcohol sinapílico, alcohol coniferílico, y alcohol p-cumarílico 
(Figura 1-4), la polimerización se inicia por la oxidación enzimática de estos monómeros 
a radicales fenoxi, y estos últimos pueden reaccionar unos con otros de diferentes 
formas. La presencia de los tres precursores monoméricos varía dependiendo de la 
especie vegetal, el tipo de tejido, y su localización en la pared celular, lo que en conjunto 
da origen a una gran variabilidad en la estructura de la lignina (Montoya, 2008; Buranov & 
Mazza, 2008). 
 




Estos radicales, se unen por medio de diversos enlaces covalentes, principalmente éter, 
los cuales forman del 40-60% de las uniones que conforman la lignina, siendo el principal 
el enlace β-O-4 (β-aril éter), aunque se pueden formar también enlaces α-O-4, β-5, β-1, 
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entre otros (Figura 1-5). Los respectivos constituyentes aromáticos de los alcoholes en el 
polímero son el Guayacil (G) (originado del alcohol coniferílico), Siringil (S) (originado del 
alcohol sinapílico),  y p-hidroxifenil (H) (originado del alcohol p-cumarílico) (Buranov & 
Mazza, 2008), durante este proceso, se forma una única unidad de lignina, la cual varía 
dependiendo la especie vegetal, es decir, la lignina de madera blanda, está formada por 
unidades equivalentes de G y S, en la lignina de madera dura predominan las unidades 
de G y finalmente la lignina de herbáceas (no leñosa) contiene unidades de G, S y H 
(Buranov & Mazza, 2008). En el tamo de arroz, estas tres unidades se encuentran en 
cantidades significativas siendo 15% H, 54% G, y 40% S, por lo cual es llamada p-
hidroxifenil–guayacil–siringil lignina (Buranov & Mazza, 2008). 
 
Las unidades de lignina no se pueden oxidar por oxidoreductasas de bajo potencial redox 
(como las peroxidasas que producen las plantas durante el proceso de polimerización), 
debido a su naturaleza aromática, la variedad de enlaces que presenta entre las 
unidades y su naturaleza hidrofóbica, por lo tanto solo un pequeño grupo de peroxidasas 
(extracelulares, no específicas) producidas por hongos ligninolíticos, son capaces de 
degradar los compuestos que representan las estructuras de la lignina (Buranov & 
Mazza, 2008). 
 
Figura 1- 5: Molécula de lignina (Granda et al., 2005) 
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1.3 Microorganismos asociados a la degradación de 
tamo de arroz 
 
Debido a su carácter recalcitrante, solo algunos organismos como bacterias y hongos 
son capaces de producir las enzimas necesarias para utilizar el material ligninocelulítico 
como fuente de carbono y energía. Estos organismos pueden dividirse en dos grupos, el 
primero comprende microorganismos anaerobios habitantes del tracto gastrointestinal de 
animales herbívoros, donde las bacterias forman un complejo asociado a la célula 
llamado celulosoma para la degradación del material, en este grupo se pueden encontrar 
géneros como Clostridium y Ruminococcus. El segundo grupo, es el conformado por 
microorganismos aerobios habitantes de los suelos, este grupo, comprende los 
microorganismos de interés para la degradación de los residuos de cosecha como el 
tamo de arroz (Martínez et al., 2008). 
  
Dentro de los microorganismos de interés en la degradación de los residuos, se 
encuentran algunas bacterias (actinomicetos) y hongos (ascomicetos y basidiomicetos), 
se cree que la habilidad de estos microorganismos para degradar eficientemente la 
ligninocelulosa se debe al crecimiento micelial, el cual les permite el transporte de 
nutrientes hasta las zonas deficientes de estos en el residuo que constituye la fuente de 
carbono (Malherbe & Cloete, 2002).  
 
Existen dos tipos de sistemas enzimáticos extracelulares que pueden ser producidos por 
estos microorganismos para acceder al residuo, el primero son las hidrolasas 
responsables de la degradación de los polisacáridos como la celulosa, y el segundo es el 
sistema oxidativo ligninolítico que rompe los anillos de la lignina. Estos sistemas 
enzimáticos, convierten los componentes insolubles en compuestos solubles fácilmente 
asimilables (Malherbe & Cloete, 2002). 
 
Los ascomicetos, son ampliamente reconocidos por su capacidad de producir enzimas 
para la degradación de celulosa y hemicelulosa, entre los más reconocidos se 
encuentran especies de los géneros Aspergillus, Penicillium, y Trichoderma, dentro de 
este último, la especie Trichoderma reesei, ha sido el modelo durante muchos años para 
el estudio de este tipo de enzimas y es utilizado comercialmente para la producción de 
celulasas y hemicelulasas (Sánchez, 2009). En cuanto a los actinomicetos, se ha 
encontrado que algunas especies del género Streptomyces son capaces de producir el 
sistema enzimático extracelular para la hidrólisis de celulosa y xilano (Chater et al., 2010) 
 
Los organismos productores de enzimas ligninolíticas son especialmente los 
basidiomicetos, estos organismos también son conocidos como hongos de podredumbre 
blanca por su capacidad de colonización y degradación de materiales ligninocelulolíticos, 
dentro de los géneros más reconocidos y estudiados se encuentran Phanerochaete y 
Pleurotus, la especie más estudiada ha sido Phanerochaete chrysosporium el cual se 
caracteriza por tener ampliamente desarrollado el sistema oxidativo ligninolítico y 
adicionalmente presentar el sistema de hidrolasas, es decir, presenta todo el sistema 
enzimático (Malherbe & Cloete, 2002). 
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1.4 Enzimas ligninocelulolíticas 
Como ya se ha mencionado, debido a la insolubilidad de la lignina, la celulosa, y la 
hemicelulosa, la degradación de estos materiales ocurre extracelularmente, 
encontrándose dos tipos de sistemas enzimáticos: uno hidrolítico, y un único sistema 
ligninolítico oxidativo. La mayoría de estas enzimas tienen un dominio de unión al 
sustrato y un dominio catalítico, su síntesis está sujeta a mecanismos de regulación, 





El complejo de enzimas celulolíticas está conformado principalmente por tres tipos: 
endoglucanasa (EC 3.2.1.4), exoglucanasa (EC 3.2.1.91)  y β-glucosidasa (EC 3.2.1.21), 
estas enzimas actúan sinérgicamente para la degradación de la celulosa. Las más 
estudiadas han sido las celulasas producidas por los hongos aeróbicos, entre estas, el 
centro de estudio ha sido el complejo enzimático de Trichoderma reesei (Lynd et al., 
2002). El sinergismo de estas enzimas se atribuye a la forma endo-exo de 
cooperatividad, aunque se ha encontrado sinergismo exo-exo en el proceso de 
degradación de la celulosa a glucosa, la cinética de la hidrólisis enzimática, debe incluir 
la adsorción, inactivación e inhibición de estas enzimas, y para que la hidrólisis sea 





Son las responsables de la despolimerización iniciando el ataque por los sitios internos 
de la cadena de la celulosa en las regiones amorfas (Figura 1-6), generando 
terminaciones en la cadena y abriendo sitio para el ataque de las exoglucanasas. Estas 
enzimas, también son llamadas carboximetilcelulasas por el sustrato artificial que se 
utiliza para su detección (Lynd et al., 2002; Sánchez, 2009). Se ha encontrado, que 
Trichoderma reesei es capaz de producir cinco endoglucanasas (EGI, EGII, EGIII, EGIV y 




Estas enzimas son el mayor componente del sistema celulolítico de hongos. Actúan 
sobre los extremos reductores o no reductores de las cadenas de la celulosa (Figura 1-6) 
liberando glucosa (glucanohidrolasas) o celobiosa (celobiohidrolasas). En T. reesei, se ha 
encontrado la producción de dos celobiohidrolasas (CBHI y CBHII), CBHI actúa sobre los 
extremos reductores de la cadena de celulosa cristalina, y CBHII, actúa sobre los 
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Las β-glucosidasas, hidrolizan la celobiosa y en algunos casos oligosacáridos a glucosa 
(Figura 1-6). Estas enzimas son generalmente las responsables de la regulación de todo 
el proceso celulolítico, siendo un factor de limitación de velocidad en la actividad 
endoglucanasa y exoglucanasa durante la hidrólisis de la celulosa, siendo estas inhibidas 
por la celobiosa. Así mismo la inhibición de las β-glucosidasas se genera por la presencia 
de glucosa. Se ha encontrado que en el sistema celulolítico de T. reesei hay producción 
de dos β-glucosidasas (BglI y BglII) (Lynd et al., 2002; Saha, 2004). 
 




La reacción de hidrólisis catalizada por las glicosil hidrolasas se realiza a través de un 
mecanismo ácido/base que envuelve dos residuos, el primero actúa como un catalizador 
general y realiza un ataque ácido sobre el enlace, protonando el oxígeno del enlace 
glucosídico, el segundo, actúa como un nucleófilo que interactúa con el carbono 
anomérico intermediario para las enzimas de retención, o promueve la formación de un 
ión OH- a partir de una molécula de agua para las enzimas inversoras. La reacción de 
retención implica un mecanismo de dos pasos en el que se produce la transferencia de 
protones desde y hacia un átomo de oxígeno en el centro anomérico. Por otro lado las 
reacciones de inversión tienen una única sustitución, siendo un solo residuo de 
aminoácido responsable de la transferencia de protones (Kulkarni et al., 1999). 
 
La especificidad de las exoglucanasas y las endoglucanasas está determinada por sus 
sitios activos, las endoglucanasas, contienen hendiduras abiertas, mientras que en las 
exoglucanasas el sitio activo de la enzima está cubierto por bucles largos (formando un 
túnel), por lo tanto, las exoglucanasas tienen una estructura modular compuesta por un 
dominio catalítico y un dominio de unión a celulosa (CBD), estos últimos, son 
estructuralmente definidos y se vinculan al N- o C- terminal del dominio catalítico, los dos 
dominios, están separados por varios péptidos enlazadores que están fuertemente 
glicosilados (Figura 1-7) (Linder & Teeri, 1997; Levy & Shoseyov, 2002; Saha, 2004); En 
el sitio catalítico, el bucle se somete a grandes movimientos, dando lugar a su apertura, 
una vez abierto,  se realiza un ataque hacía el polímero de celulosa, atrapando una 
cadena de celulosa en el interior del túnel, la cuál va a sufrir una enhebración (por medio 
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de puentes de hidrógeno y fuerzas de van  der Waals) y secuencialmente se va a  
hidrolizar una unidad de celobiosido a la vez a partir de esta cadena (Figura 1-7) (Linder 
& Teeri, 1997; Levy & Shoseyov, 2002; Saha, 2004).  
 
 





El xilano tiene una composición más variada en comparación con la celulosa, por lo tanto 
se requiere de un mayor número de enzimas para su hidrólisis, estas enzimas pueden 
ser glicosil hidrolasas o esterasas de carbohidratos, y así mismo pueden dividirse en  
enzimas despolimerizantes, las cuales cortan la cadena principal de la xilosa y enzimas 
que eliminan los sustituyentes o cadenas laterales (Van Dyk & Pletschke, 2012; Saha, 
2004). 
 
Las principales enzimas en la degradación del xilano son las endoxilanasas (Figura 1-8), 
las cuales hidrolizan la cadena principal del xilano produciendo una mezcla de 
xilooligosacáridos, y la β-xilosidasa la cual libera la xilosa a partir de los oligosacáridos 
formados (Chávez, et al. 2006). Las enzimas accesorias que complementan la 
degradación del xilano son: α.L- arabinofuranosidasa (remueve la L-arabinofuranosa de 
las cadenas laterales), α-D-glucuronidasa (hidroliza los residuos de metilglucuronato), 
acetil xilano esterasas (hidrolizan los enlaces éster entre las unidades de xilosa del xilano 
y el ácido acético) y esterasas feluricas y p-cumáricas (hidrolizan las respetivas uniones 
de ácidos aromáticos a los residuos arabinofuranósidos) (Saha, 2004; Chávez et al. 
2006). 
 
Se ha comprobado la acción sinérgica que se presenta entre las endoxilanasas y las β-
xilosidasas con algunas de las enzimas de las cadenas laterales, las cuales deben ser 
disociadas para que la columna principal de xilano pueda ser hidrolizada, así mismo, 
algunas de las cadenas laterales solo pueden ser disociadas a partir de 
xilooligosacáridos, por lo tanto para estas, es necesario una hidrólisis parcial del xilano. 
La estructura general del xilano es más compleja que la celulosa, y requiere de varias 
enzimas con especificidad diferente, sin embargo, gracias a que no forma una estructura 
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cristalina, este compuesto es más accesible a la hidrólisis enzimática (Saha, 2004). La 
reacción de hidrólisis que es catalizada por estas enzimas es el mecanismo ácido – base 
explicado en el punto 1.4.1  Las xilanasas por lo general presentan un mecanismo de 
doble desplazamiento que implica una enzima glicosil intermedia (Kulkarni et al., 1999). 
En general, las xilanasas tienen un solo dominio catalítico, aunque se ha encontrado en 
algunos microorganismos dos dominios catalíticos, así mismo aunque los CBDs no 
tienen afinidad por el xilano, se ha encontrado la presencia de estos en algunas 
xilanasas, y otras hemicelulasas, y en algunos casos han sido reportados dominios de 
unión a xilano (Linder & Teeri, 1997; Kulkarni et al., 1999). 
 
Figura 1- 8: Sitio de acción de las xilanasas en el Xilano (modificado de Chávez, 2006) 
 
1.4.3 Enzimas ligninolíticas 
 
Los microorganismos ligninolíticos no son capaces de utilizar la lignina como su única 
fuente de energía y carbono, estos microorganismos dependen de los polisacáridos más 
digeribles de los sustratos ligninocelulolíticos, por esto, la principal razón para la 
degradación de la lignina es dejar expuestos estos polisacáridos. Se sabe que en la 
mayoría de los microorganismos, la degradación de la lignina se produce bajo limitación 
de nutrientes, es decir que el hongo evita sintetizar los componentes descomponedores 
que son caros metabólicamente cuando hay disponibilidad de sustratos más accesibles 
(Hammel, 1997). La degradación de la lignina es un proceso oxidativo que es llevado a 
cabo principalmente por los hongos de podredumbre blanca, los cuales deben emplear 
mecanismos inusuales para la degradación y depende de la generación de radicales 
libres de la lignina (Hammel, 1997). Entre las enzimas que llevan a cabo este proceso, se 
encuentran las peroxidasas (Lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), 









Estas enzimas contienen un grupo hemo en el sitio activo de la enzima y son 
dependientes de peróxido de hidrógeno para su funcionamiento. El ciclo catalítico de 
estas enzimas envuelve 3 reacciones (Figura 1-9), la primera reacción se da en el sitio 
activo de la enzima con el peróxido de hidrógeno donde se obtiene agua y la oxidación 
de dos proteínas férricas dando lugar a la formación del compuesto I, el cual está 
formado por un oxiferril (Fe+4=O) y 1 radical catiónico. Este compuesto I se reduce por la 
acción del sustrato dando lugar al compuesto II, en donde el radical catiónico es reducido 
a su estado natural, el compuesto II se reduce nuevamente por el sustrato hasta obtener 
nuevamente el estado férrico3+. El sustrato que va a ser oxidado durante el ciclo catalítico 
depende de la peroxidasa que esté actuando sobre la lignina es decir compuestos 
aromáticos fenólicos o compuestos aromáticos no fenólicos (Ruíz & Martínez, 2009). 
 
La lignina peroxidasa (LiP; EC 1.11.1.14), oxida compuestos aromáticos de alto potencial 
redox, principalmente compuestos diacilglicerol éter no fenólicos de la lignina y 
compuestos fenólicos como el alcohol veratrílico. La oxidación de los sustratos se da por 
la transferencia de electrones, formando radicales intermedios (radicales fenoxi), los 
cuales se someten a reacciones no enzimáticas. Las LiP son capaces de oxidar sustratos 
no fenólicos aromáticos, sin la participación de mediadores (Dashtban et al., 2010; Ruíz 
& Martínez, 2009). 
 
La manganeso peroxidasa (MnP; EC 1.11.1.13), se caracteriza porque necesita como co-
sustrato Mn2+ para completar su ciclo catalítico. Durante este ciclo, el compuesto I puede 
ser reducido por Mn2+ y otros sustratos fenólicos, mientras que el compuesto II 
únicamente puede ser reducido por Mn2+, el cual es oxidado a Mn3+ (producto altamente 
oxidante), este último, forma un complejo con el ácido oxálico secretado por el hongo, 
formando quelantes capaces de difundirse en la estructura de la pared celular y actuar 
como oxidantes de compuestos fenólicos produciendo radicales reactivos como peroxil, y 
superoxido, que pueden ser usados como fuente de peróxido en ausencia de peróxido de 
hidrógeno (Dashtban et al., 2010; Ruíz & Martínez, 2009).  
 
La peroxidasa versátil (VP; 55), posee capacidad híbrida, es decir que tiene la capacidad 
de llevar a cabo su ciclo catalítico oxidando sustratos como el Mn2+ y el alcohol 
veratrílico, por lo tanto puede oxidar compuestos fenólicos y no fenólicos. El grupo hemo 
se encuentra al interior de la proteína y tiene acceso al medio externo a través de dos 
canales el primer canal funciona como el canal de la enzima LiP y el segundo, es dónde 
se da la oxidación de Mn2+ (Dashtban et al., 2010; Ruíz & Martínez, 2009). 
 
Figura 1- 9: Ciclo catalítico de las peroxidasas (Ruíz & Martínez, 2009) 
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 Lacasas (EC 1.10.3.2) 
 
Las lacasas, son oxireductasas glicosiladas, estas enzimas, utilizan el oxígeno molecular 
para oxidar compuestos aromáticos. Las lacasas, contienen en su estructura varios 
átomos de cobre (Cu2+), los cuales se encuentran organizados en tres tipos (cobre tipo I, 
cobre tipo II, cobre tipo III). La reacción de estas enzimas consta de cuatro oxidaciones 
del sustrato que se generan en el cobre tipo I, el cual transfiere electrones al cobre tipo II 
y cobre tipo III, en este último es donde se reduce el oxígeno a agua.  
Las reacciones de oxidación, forman radicales libres que actúan como sustratos 
intermedios para las otras enzimas, estos mediadores, pueden dejar el sitio de la enzima 
y reaccionar con otros sustratos, la lacasa también puede descarboxilar los ácidos 
fenólicos  y metoxifenólicos y atacar los grupos metoxilo mediante desmetilación 
(Sánchez 2006; Dashtban et al., 2010).  
1.5 Antecedentes  
 
En el tamo de arroz se han llevado a cabo diversas investigaciones con el fin de 
encontrar microorganismos capaces de producir enzimas ligninocelulolíticas para 
diversas aplicaciones industriales encontrando producción de  celulasas en  
Phanerochaete chrysosporium (Munir et al., 2007), Aspergillus niger (Mohan, 2012), 
Trichoderma reesei (Sun et al., 2008), Acremonium cellulolyticus (Hideno et al., 2011), 
Penicillium chrysogenum (Saber et al., 2010); ligninasas en Streptomyces psammoticus 
(Niladevi et al., 2007), Pleurotus ostreatus (Taniguchi et al., 2005), y Xilanasas en 
Aspergillus niger (Mohan, 2012), Acremonium cellulolyticus (Hideno et al., 2011), 
Penicillium oxalicum (Liao et al., 2012). Así mismo se  han realizado estudios para 
determinar la degradación de tamo de arroz, Kausar et al., 2010, evaluaron un consorcio 
microbiano con Trichoderma viride y Aspergillus niger para compost de tamo de arroz, 
encontrando pérdida de celulosa, hemicelulosa y lignina en el tamo de arroz con 
gallinaza en los 60 días de evaluación; Xu & Yang, 2010 evaluaron la degradación de 
este residuo con Streptomyces griseorubens, durante 50 días, encontrando perdida de 
celulosa, lignina y hemicelulosa; Umasaravanan et al., 2011, realizaron fermentación 
sólida para observar la degradación durante 21 días de lignocelulosa en bagazo de caña 
y tamo de arroz con Aspergillus tamarii, encontrando pérdida de lignina y celulosa de 
29,5% y 6,2% respectivamente.  
 
En Colombia, Fedearroz, ha realizado estudios en campo durante los últimos años para 
la evaluación de la degradación de tamo de arroz in situ y el aporte de nutrientes donde 
Gárces & Ospina, 2009, encontraron disminución de peso seco del tamo de arroz durante 
25 días con la inoculación en campo de Trichoderma viride; Cuevas, 2010, encontró que 
la inoculación de Trichoderma sp. en campo, mejora el contenido de materia orgánica del 
suelo; Castilla, 2013, encontró aumento en el contenido nutricional del suelo en campo al 
incorporar el tamo de arroz tratado con el hongo Trichiderma sp. 
 
Con el fin de generar un producto para la degradación de tamo de arroz en campo, el 
grupo de investigación de bioprocesos y bioprospección, realizó el aislamiento de 436 
bacterias, 55 hongos celulolíticos y 3 hongos ligninolíticos, a partir de muestras de 
rizosfera provenientes de suelo de arroz de Tolima y Meta, y muestras de residuos de 
palma provenientes de Guainía y Vichada, a los cuales les realizaron pruebas cualitativas 
en agar celulosa y agar lignina (Resultados sin publicar), seleccionando 9 aislamientos 
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fúngicos y 1 aislamiento bacteriano, por su actividad ligninolítica ó celulolítica (Tabla 1-2). 
Posteriormente se realizaron ensayos en microcosmos con los aislamientos 9, 8, T11, 
5.1.1 y 5.2.1 sobre tamo de arroz, evaluando la producción de CO2 durante 30 días, y 
obteniendo que el aislamiento 9 presentó una mayor producción de CO2. Posterior a este 
tiempo el tamo tratado se incorporó con suelo proveniente de cultivos de arroz y se utilizó 
para el crecimiento de arroz (variedad F733) en condiciones de invernadero, mostrando 
buenos resultados en la longitud y peso seco de tallo y raíz, especialmente en el 
tratamiento con el aislamiento 9 (Sánchez, 2011). Finalmente se realizó la identificación 
por claves taxonómicas y molecular de estos microorganismos (Tabla 1-2). 
 
Tabla 1- 2: Aislamientos seleccionados.  
Código Procedencia Actividad Microorganismo 
H1 SR - Tolima Celulolítica Penicillium sp. 
7.4 SR y C – Guainía y 
Vichada 
Celulolítica Penicillium sp. 
7.5 SR y C - Guainía y 
Vichada 
Celulolítica Penicillium sp. 
7.5’ SR y C Guainía y 
Vichada 
Celulolítica Penicillium sp. 
8 SR y C – Guainía y 
Vichada 
Celulolítica Trichoderma sp. 
. 
7.1 SR - Tolima Celulolítica Streptomyces sp. 
9 SR – Tolima Celulolítica Paecilomyces sp. 
T1.1 SR - Tolima Ligninolítica Pleurotus sp. 
5.2.1 RD – Guainía y 
Vichada 
Ligninolítica Bionectria ochroleuca   
5.1.1 SR y C – Guainía y 
Vichada 
Ligninolítica Psathyrella candolleana  
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1.6 Objetivos 
1.6.1 Objetivo general 
 
Evaluar la actividad enzimática de aislamientos microbianos celulolíticos y ligninolíticos, y 
su aplicación en  la degradación de tamo de arroz. 
 
1.6.2 Objetivos específicos 
 
 Seleccionar aislamientos microbianos con potencial para la degradación de tamo 
de arroz. 
 
 Determinar la actividad celulolítica (endoglucanasa, exoglucanasa, β-
glucosidasa), xilanolítica y/o ligninolítica (manganeso peroxidasa y lacasa) de los 
aislamientos  seleccionados.  
 
 Evaluar la capacidad de degradación de los aislamientos microbianos 






2.1 Obtención de los microorganismos 
 
Los aislamientos que se evaluaron en este trabajo fueron proporcionados por el 
laboratorio de fermentaciones del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional 
de Colombia (IBUN), éstos (Tabla 2-1)  se seleccionaron previamente por su actividad 
celulolítica y/o lignolítica (Punto 1.5) y se almacenaron en discos de agar a 4ºC. 
 
Tabla 2- 1: Microorganismos a evaluar 
Código Aislamiento 
H1 Penicillium sp. 
7.4 Penicillium sp. 
7.5 Penicillium sp. 
7.5’ Penicillium sp. 
8 Trichoderma sp.  
9 Paecilomyces sp. 
T1.1 Pleurotus ostreatus 
7.1 Streptomyces sp. 
 
 
La reactivación de cada aislamiento, se realizó en medio PDA con una incubación de 8 
días a 25°C. Después de este tiempo, se realizó el banco de cada aislamiento para lo 
cual se tomó un disco de agar PDA y se suspendió en 1 ml de agua destilada estéril (el 
banco se realizó con 50 discos de agar de cada aislamiento). Se conservó a 4°C hasta su 
reactivación. 
 
2.2 Selección de los microorganismos 
 
Para alcanzar el objetivo uno se llevaron a cabo dos ensayos en donde se evaluó la 
capacidad de los aislamientos para la producción de enzimas celulolíticas y/o 
ligninolíticas y posteriormente la capacidad de éstas de utilizar el tamo de arroz como 
única fuente de carbono, dando como resultado la producción de dióxido de carbono. A 
partir de los resultados obtenidos en este objetivo se seleccionaron los aislamientos 
(celulolítico y ligninolítico) para continuar con los siguientes objetivos. 
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2.2.1 Evaluación cualitativa de la producción de celulasas  
 
Se reactivo cada microorganismo en medio PDA, y se incubó a 25°C por 8 días, 
posteriormente se realizó una suspensión de 106 esporas/ml utilizando solución salina al 
0,85%. Para el aislamiento T1.1 la suspensión utilizada fue de 106 UFC/ml. Se realizó un 
pozo de 5 mm en el centro de una caja de Petri con agar carboximetil celulosa (Anexo A), 
donde se agregaron 50μl de la solución de esporas en agar agua 1% de cada uno de los 
aislamientos, por triplicado. Como control negativo se utilizó Escherichia coli ATCC 
25922 y como control positivo la enzima comercial de Trichoderma reesei ATCC 26921. 
Se incubó por 7 días a 25°C y se reveló agregando 4 ml de rojo congo al 2% por 15 
minutos, y posteriormente 4 ml de NaCl 1M por 15 minutos (Kasana et al., 2008), las 
cajas se llevaron a 4°C por 24 horas y se procedió a realizar la lectura. Se evidenció la 
formación de un halo de hidrólisis alrededor de la colonia como resultado de la 
degradación de la CMC en el medio, ya que el colorante forma complejo con los 
polisacáridos del medio. El diámetro de los halos producidos de cada uno de los 
aislamientos fue medido en milímetros, y se estableció tomando cuatro mediciones de 
cada halo y restando el halo de la colonia. El análisis estadístico se realizó por medio de 
ANOVA y las diferencias significativas entre los tratamientos se obtuvieron con la prueba 
de Scheffé. 
2.2.2 Evaluación cualitativa de la producción de enzimas 
ligninolíticas 
 
Para la obtención de los inóculos se realizó el mismo procedimiento que se describió en 
el punto anterior (2.2.1), el medio utilizado para la determinación de la producción de 
enzimas ligninolíticas fue el medio lignina suplementado con guayacol (Anexo A), las 
lecturas positivas se determinaron por la formación de un halo rojizo generado por la 
oxidación del guayacol catalizada por las peroxidasas producidas en el medio. Para la 
evaluación en medio lignina se utilizó como control positivo Pleurotus ostreatus y como 
control negativo E. coli ATCC 25922. 
 
2.2.3 Ensayo de respirometría sobre tamo de arroz 
 
El ensayo se realizó utilizando frascos de vidrio de 600 ml con tapa rosca, en el centro 
del frasco se adhirió un tubo PVC de 1 pulgada como contenedor central, en éste  se 
colocó un vial con capacidad de 30 ml (Figura 2-1). En cada frasco se agregaron 8 g de 
tamo cortado (2-3 cm de largo) y se esterilizó el montaje. Finalmente se agregaron 30 ml 
de NaOH 0.2 N en el vial ubicado en el contenedor central, éste último se utilizó como 









Figura 2- 1: Montaje respirometría.  
 
Frascos de vidrio con contenedor central 
 
Para realizar el montaje, cada frasco se hidrató con 5 ml de solución de sales (Sánchez, 
2011) y se agregaron 10 ml del microorganismo a evaluar en una concentración de 106 
esporas/ml en solución salina al 0.85% y 106 UFC/ml para el T11. Se preparó un control 
abiótico sin inocular. Los frascos fueron incubados durante 60 días a 25°C (Sánchez, 
2011). Todos los ensayos se hicieron por triplicado. 
 
Para la evaluación de la producción de CO2, cada dos días se procedió a tomar el vial 
con la muestra de NaOH para su titulación, y se reemplazó con un nuevo vial estéril con 
NaOH el cual fue ubicado nuevamente en el contenedor central. La titulación se llevo a 
cabo con HCl 0,2N, para esto, se agregó 0,1ml de fenolftaleína como indicador de pH y 
1ml de BaCl2 el cuál precipita el carbono inorgánico como BaCO3 (Figura 2-2b) (Critter et 
al., 2004).  El resultado obtenido es el NaOH remanente que reacciona con el HCl (Figura 
2-2c).  
 
Los gramos de CO2 producidos en los viales se determinaron a partir de los gramos de 
NaOH que reaccionaron con éste (Figura 2-2a). Para conocer este valor, se hallaron los 
moles de HCl que reaccionaron con el NaOH (con base a los ml HCl gastados en la 
titulación- Figura 2-2c) y a partir de esto se determinaron los gramos de NaOH que no 
reaccionaron con el CO2. Es decir, los gramos de NaOH que reaccionaron con el CO2, 
corresponden a la diferencia entre los gramos iniciales (que se colocaron en el vial) y los 
gramos finales (que reaccionaron con el HCl). 
 
A partir de la cantidad de CO2 producida durante los 60 días, se halló la velocidad de 
producción de CO2, y a partir de esta se realizó el análisis estadístico ANOVA y la prueba 
de Tukey para establecer diferencias entre los tratamientos. 
 
Figura 2- 2: Reacciones respirometría.  
 
a. Reacción Dióxido de carbono con Hidóxido de sodio. b. Reacción cloruro de bario con carbonato de sodio. 
c. Reacción Hidróxido de sodio con ácido clorhídrico 
 
 
22 Evaluación de la actividad enzimática de aislamientos microbianos celulolíticos y ligninóliticos, y su 
aplicación en la degradación de tamo de arroz (Oryza sativa) 
 
2.3 Determinación de la actividad ligninocelulolítica  
 
Para alcanzar el objetivo 2, se llevó a cabo un montaje en medio líquido inductor de 
enzimas celulasas, xilanasas y ligninasas para cuantificar la posible actividad enzimática 
de los microorganismos a evaluar.  
2.3.1 Actividad de celulasas 
El montaje realizado se llevó a cabo utilizando el medio base (Mandels & Weber, 1969) 
(Anexo A), con 12 tratamientos diferentes variando la fuente de carbono y la fuente de 
nitrógeno para la inducción de estas enzimas (Tabla 2-2). Los montajes se realizaron en 
Erlenmeyer de 250 ml con 90 ml del medio base (con la fuente de carbono y nitrógeno) a 
pH 6, y 10 ml del inóculo, la suspensión establecida para el inóculo fue de 106 esporas/ml 
para el aislamiento celulolítico y 106 UFC/ml para el aislamiento ligninolítico, previamente 
crecidos en agar PDA por 8 días a 25°C. Los tratamientos se realizaron por triplicado y 
se incubaron a 28°C, 100 rpm, durante 10 días. A partir del cuarto día, se procedió a 
tomar muestra cada dos días para la determinación de la actividad, sacando una muestra 
de 8 ml de cada Erlenmeyer, las cuales fueron centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos 
y se utilizó el sobrenadante para la determinación de la actividad enzimática. 
 
Tabla 2- 2: Tratamientos para la determinación de enzimas celulolíticas 
Carbono (10g/L) Nitrógeno (5g/L) 
Glucosa (NH4)2SO4 
Extracto de levadura 
(NH4)2SO4  + Extracto de levadura 
Sin nitrógeno 
CMC (NH4)2SO4 
Extracto de levadura 
(NH4)2SO4 + Extracto de levadura 
Sin nitrógeno 
Tamo de arroz (NH4)2SO4 
Extracto de levadura 




 Actividad endo-1,4-β-glucanasa 
 
Se tomaron 500μl de la muestra con 500μl de carboximetil celulosa de baja viscosidad 
(2% p/v) como sustrato, en buffer citrato 50 mM (pH 5,0) y se incubó a 40°C por 60 
minutos, se realizaron 4 réplicas por cada muestra. La técnica utilizada para la actividad 
enzimática fue DNS para la determinación de azúcares reductores, en términos de 
equivalentes de glucosa (Anexo B) (Quevedo, 2011; Jiang, 2011; Miller, 1959), para el 
cual se realizaron 3 repeticiones por cada réplica. La absorbancia utilizada para la lectura 
fue de 540 nm. La unidad de actividad endoglucanasa se definió como la cantidad de 




 Actividad exo-1,4-β-glucanasa 
 
Se tomaron 100µl de la muestra con 400µl de p-nitrofenil-β-D-celobiosido (PNPC, Sigma) 
5mM M como sustrato en buffer acetato de sodio 50 mM (pH 5,0) y se incubaron a 40°C 
por 60 minutos, se realizaron 3 réplicas por cada muestra. Para detener la reacción, se 
adicionaron 250µl de carbonato de sodio 0,5 M.  La actividad enzimática se calculó con 
p-nitrofenol como estándar (Anexo B). La absorbancia utilizada para la lectura fue de 400 
nm. La unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima que libera 1 
µmol de p-nitrofenol por minuto (Quevedo, 2011; Jiang, 2011; Valášková & Baldrian, 
2006). 
 
 Actividad 1,4-β-glucosidasa 
 
Se tomaron 100µl de la muestra con 400µl de p-nitrofenil-β-D-glucósido (PNPG, Sigma) 5 
mM como sustrato en buffer acetato de sodio 50 mM (pH 5,0) y se incubaron a 40°C por 
60 minutos, se realizaron 3 réplicas por cada muestra. Para detener la reacción, se 
adicionaron 250µl de carbonato de sodio 0,5 M.  La absorbancia utilizada para la lectura 
fue de 400 nm. La unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima 
que libera 1 µmol de p-nitrofenol por minuto (Quevedo, 2011; Jiang, 2011; Valášková & 
Baldrian, 2006). 
2.3.2 Actividad de xilanasas 
El montaje realizado para la determinación de la actividad de xilanasa se llevó a cabo 
utilizando el medio base (Mandels & Weber, 1969), con 4 tratamientos utilizando como 
fuente de carbono tamo de arroz y variando la fuente nitrógeno (Tabla 2-2). Los montajes 
se realizaron como se indica en el punto 2.3.1. 
 
Para la determinación de la actividad de xilanasa, se tomaron 500µl de la muestra con 
500µl de xilano (1% p/v) como sustrato, en buffer citrato 50 mM (pH 5,0) y se incubó a 
40°C por 60 minutos, se realizaron 4 réplicas por cada muestra. La cantidad de azúcares 
reductores liberados se determinó con la técnica de DNS con xilosa como estándar 
(Anexo B) (Jorgensen & Olsson, 2006), para el cual se realizaron 3 repeticiones por cada 
réplica. La absorbancia utilizada para la lectura fue de 540 nm. La unidad de actividad 
enzimática se definió como la cantidad de enzima que libera 1 µmol de azúcares 
reductores por minuto. 
2.3.3 Determinación de la actividad ligninolítica 
El montaje utilizado para la determinación de la actividad ligninolítica se llevó a cabo 
como se describe en el punto 2.3.1, utilizando tamo de arroz como fuente de carbono y 
variando la fuente de nitrógeno (Tabla 2-2). Se realizó la cuantificación de la actividad 
lacasa y la actividad manganeso peroxidasa para el microorganismo ligninolítico 
seleccionado. 
 
 Actividad Lacasa 
 
Para la determinación de la actividad lacasa, se tomaron 100 µl de buffer acetato de 
sodio 60 mM (pH 4,5) con 100 µl  de ABTS (ácido 2,2’ azino-bis-(3 etil benzatiazolin 
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sulfato)) y 800 µl de la muestra. La medición se realizó monitoreando el cambio en la 
absorbancia por la formación de un radical verde que se siguió durante 3 minutos cada 3 
segundos. La absorbancia utilizada en la lectura fue 436 nm, se realizaron 4 réplicas por 
cada muestra. La unidad de la actividad lacasa se definió como la cantidad de enzima 
que permite la oxidación de 1µmol de ABTS por minuto (Quevedo, 2011). 
 
 Actividad Manganeso Peroxidasa 
 
Para la determinación de la actividad manganeso peroxidasa se llevaron a cabo dos 
reacciones. En la primera se tomaron 450μl de la muestra, 50μl de sulfato de 
manganeso, 30μl de peróxido de hidrógeno, y 500μl de DMP (2,6-Dimetoxifenol) 
preparado con buffer acetato de sodio 100mM (pH5). En la segunda reacción, se 
tomaron 450μl de la muestra, 80μl  de buffer acetato de sodio 100mM, y 500μl de DMP. 
En la primera reacción están actuando las enzimas que se encuentran en el medio que 
fueron producidas por el microorganismo (Lacasa y manganeso peroxidasa). Por otro 
lado, en la segunda reacción al no agregar el peróxido de hidrógeno y sulfato de 
manganeso, la reacción dada pertenece a las lacasas presentes en el medio, por lo 
tanto, el resultado de la actividad enzimática fue determinado por la resta entre estas dos 
reacciones. La actividad MnP se determinó por el cambio en la absorbancia a 468nm 
correspondiente a la oxidación de Mn+2 a Mn+3 durante 3 minutos con mediciones cada 
10 segundos, se realizaron 4 réplicas por cada muestra. Una unidad de la actividad MnP 
se define como la cantidad de enzima que oxida 1μmol de DMP por minuto. (Quevedo, 
2011). 
 
2.3.4 Análisis estadístico 
 
El análisis realizado para la actividad de enzimas celulasas fue ANOVA multivariado con 
el programa Design Expert®, a partir del área bajo la curva de los tratamientos. Para la 
actividad xilanasa y la actividad ligninolítica se halló área bajo la curva y se realizó 
análisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey (α=0,05) en el programa GraphPad 
Prism. 
 
2.4 Capacidad de degradación de los microorganismos 
seleccionados en invernadero 
 
Para alcanzar el objetivo 3 se realizó un ensayo en microcosmos con los 
microorganismos seleccionados donde se determinó el cambio en la composición de 
lignina y celulosa en el tamo de arroz, así como la degradación por parte de los 
microorganismos. 
 
El ensayo se llevó a cabo en cajas de plástico con tapa de 6 litros de capacidad, en las 
cuales se colocó una capa de 600g de suelo estéril proveniente de una finca arrocera de 
Ibagué, y 50g de tamo de arroz cortado 3-6 cm de largo (Figura 2-3). Los tratamientos a 
evaluar se realizaron por triplicado de la siguiente forma: 1. Microorganismo ligninolítico, 
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2. Micoorganismo celulolítico, 3. Consorcio ligninolítico – celulolítico, 4. Control abiótico. 
El inóculo utilizado fue 106 conidios/ml para el microorganismo celulolítico y 106 UFC/ml 
para el microorganismo ligninolítico. Para el tratamiento con el consorcio, los dos 
microorganismos fueron inoculados al mismo tiempo, el inóculo total para todos los 
tratamientos fueron 62 ml. El ensayo se mantuvo durante 50 días en los cuales se tomó 
una muestra inicial del tamo de arroz y una muestra final que fue evaluada en el 
laboratorio de nutrición animal de la Universidad Nacional de Colombia para la 
determinación de celulosa, hemicelulosa, y lignina presentes en cada una de las 
muestras. Así mismo se tomó una muestra final de suelo para la determinación del 
contenido de nitrógeno y carbono orgánico después del tratamiento, evaluado en el 
laboratorio de aguas y suelos de la Universidad Nacional de Colombia. Por último, para 
observar el cambio en el residuo durante el tiempo del experimento se llevó a cabo 
microscopía electrónica de barrido al día 0, 30, y 50. Durante el experimento se tomaron 
muestras para la evaluación de la actividad enzimática y así mismo se realizó un ensayo 
de respirometría.  
2.4.1 Evaluación de la actividad enzimática 
Para determinar la actividad enzimática sobre el residuo, se tomaron cada 8 días 2g de 
tamo de cada uno de los montajes a los cuales se les agregó 20 ml de buffer citrato (pH 
5) (Brijwani, et al., 2010), y se agitó a 150rpm durante 6 horas a 25°C. Para la obtención 
del extracto, la muestra se centrifugó a 5000rpm durante 20 minutos y nuevamente a 
3000rpm por 15 minutos. Una vez obtenido el extracto se midió la actividad enzimática 
endoglucanasa, exoglucanasa, β-glucosidasa, xilanasa, lacasa, y manganeso peroxidasa 
para cada una de las muestras utilizando la metodología descrita en el punto 3.3.1. 
2.4.2 Evaluación de la respirometría en invernadero 
Para la evaluación de la respirometría se colocó un tubo de PVC como contenedor en el 
centro de la caja, y dentro de este, un vial de vidrio con 20ml de NaOH 1N como trampa 
para la determinación de la producción de CO2 (Figura 2-3). La medición de la 
respirometría se realizó según la metodología descrita en el punto 2.2.3, la concentración 
de HCl utilizada para la titulación fue 1N. Las mediciones se realizaron cada 3 días 
durante los 50 días del ensayo. 
 





3. Resultados y discusión: Selección de los 
microorganismos 
A los microorganismos seleccionados inicialmente por ser celulolíticos o ligninolíticos, se 
les realizaron pruebas cualitativa y cuantitativa para continuar con los aislamientos más 
representativos.  
 
3.1 Evaluación cualitativa de la producción de celulasas 
Como se observa en la figura 3-1, todos los aislamientos presentaron halos de hidrólisis 
por la producción de enzimas celulolíticas, destacándose el 7.1 y el H1 por el tamaño de 
sus halos, el control positivo utilizado fue la enzima comercial de Trichoderma reseei 
ATCC 26921 el cuál se utilizó como un control del medio.  
 
Figura 3- 1: Halos de hidrólisis producidos por cada aislamiento.  
 
Se observa el halo de hidrólisis alrededor de la colonia generado por la producción de celulasas 
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En la evaluación cualitativa de la producción de enzimas celulasas, los aislamientos 8, 9, 
7.4, 7.5, 7.5’ y T1.1 presentaron halos de hidrólisis menores a los demás aislamientos, 
siendo los aislamientos 8 y 7.4 los que presentaron el diámetro más pequeño y no tienen 
diferencias estadísticamente significativas con respecto al control negativo (Figura 3-2). 
Los aislamientos 9, 7.5, 7.5’ y T1.1 presentaron halos entre 4-6 mm de diámetro, estos 
aislamientos corresponden a géneros como Paecilomyces, Penicillium, y Pleurotus, de 
los cuales, en el género Paecilomyces han sido reportadas algunas especies capaces de 
producir estas enzimas como Paecilomyces themophila y Paecilomyces inflatus (Kluczek-
Turpeinen et al., 2005; Yang et al., 2009), aunque no se encuentran muchos reportes de 
este género. Por otro lado, el género Penicillium ha sido estudiado por su capacidad de 
producir enzimas celulolíticas en muchas especies como P. janthinellum, P. brasilianum, 
P. funiculosum y P. oxalicum, entre otros (Jorgensen & Olsson 2006; Machado et al. 
2010; Singhvi et al., 2011; Liao et al., 2012). Y por último el género Pleurotus, que 
aunque ha sido reportado como productor de enzimas celulasas (Elisashvili et al. 2008; 
Khalil et al., 2011), es más conocido por su capacidad de producción de enzimas 
ligninolíticas. 
Los aislamientos H1 y 7.1 fueron los que presentaron un mayor halo de hidrólisis al 
utilizar como fuente de carbono carboximetil celulosa (Figura 3-2). El aislamiento H1 
pertenece al género Penicillium, como ya se escribió anteriormente este género es 
conocido por su capacidad de producción de enzimas celulasas, el aislamiento 7.1 
pertenece al género Streptomyces, en el cuál se han encontrado reportes de especies 
productoras de enzimas celulasas (Saratale et al., 2012; Rathnan & Ambili, 2011) y 
algunas lacasas (Niladevi et al., 2009; Lu et al., 2013), siendo este aislamiento el que 
presentó el mayor halo de hidrólisis. Cabe decir, que el sustrato carboximetil celulosa es 
celulosa amorfa por lo cual esta prueba está reflejando principalmente la producción de 
endoglucanasas. 
Figura 3- 2: Halo de hidrólisis en mm por la producción de enzimas celulasas.  
 
El control positivo utilizado corresponde a la celulasa comercial de Trichoderma reesei ATCC26921 utilizado 
como control del medio y el control negativo utilizado fue E. coli ATCC 25922 
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3.2 Evaluación cualitativa de la producción de ligninasas 
Como se observa en la figura 3-3, de los ocho microorganismos que se evaluaron en 
esta prueba, el aislamiento T1.1 es el único capaz de producir enzimas ligninolíticas. En 
esta prueba, se observa la oxidación del guayacol a tetraguayacol por la acción de las 
peroxidasas que se encuentran en el medio al ser producidas por el microorganismo, en 
el medio se observa la aparición de un halo rojizo como resultado de esta oxidación, el 
cual se observó únicamente en el control positivo (Pleurotus ostreatus) y en el 
aislamiento T1.1. 
 
El T1.1 fue identificado como Pleurotus ostreatus, esta especie es un basidiomiceto 
ampliamente reconocido como degradador de materiales lignocelulósicos, y ha sido 
utilizado en diversas investigaciones con tamo de arroz y otro tipo de residuos para la 
degradación de éstos y / o obtención de las enzimas (Reddy et al. 2003; Elisashvili et al., 
2008). 
 
Figura 3- 3: Evaluación cualitativa de producción de enzimas ligninolíticas. 
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3.3 Ensayo de respirometría en tamo de arroz 
En el ensayo de respirometría en tamo de arroz se evalúo la capacidad de utilización del 
tamo como única fuente de carbono para cada uno de los aislamientos. Como se observa 
en la figura 3-4, todos los aislamientos presentaron crecimiento sobre tamo de arroz, 
principalmente los tratamientos inoculados con T1.1 y H1 en los cuales, durante los 60 
días de tratamiento, se observó un rápido crecimiento en comparación con los demás 
aislamientos.  
 
Figura 3- 4: Ensayo de respirometría en tamo de arroz 
 
En la figura se observa el crecimiento de cada uno de los microorganismos sobre tamo de arroz al día 30 de 
tratamiento. 
En la figura 3-5 se muestra la producción (mg) de CO2 por gramo de tamo producida 
durante los 60 días de tratamiento, donde se pueden observar cinco grupos (Figura 3-
5a), el primero es el control abiótico, el cual no presentó producción de CO2 durante el 
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tiempo de evaluación, el segundo son los aislamientos 7.4, 7.5’ y 9, los cuales mostraron 
una producción entre los 45-60 mg CO2/g de tamo presentando la menor producción de 
CO2. El tercer grupo son los aislamientos que mostraron una producción entre 95-120 mg 
CO2/g tamo, en este grupo se encuentran los aislamientos 7.5, 8 y 7.1, siendo el 7.1 el 
que presentó la mayor producción en este grupo. El cuarto grupo es el H1 y el quinto el 
T1.1, los cuales presentaron 140 mg CO2/g y 233 mg CO2/g, respectivamente. A partir de 
las gráficas (Figura 3-5a), se obtuvo la producción de mg CO2 / g tamo / día (Figura 3-
5b), donde se muestra que la velocidad de producción es menor en los tratamientos 7.5’ 
y 7.4, seguidos por 9, 7.5, 8 y 7.1 respectivamente. Los tratamientos H1 y T1.1 
presentaron una alta velocidad de producción de CO2 en comparación con los otros 
tratamientos, destacándose el T1.1 que generó 4,15 mg CO2/ g tamo/ día.  
 
Figura 3- 5: Evaluación de respirometría en tamo de arroz 
 
a. Producción de mg CO2 durante los 60 días de evaluación. b. Velocidad de producción (mg de CO2/g 
tamo/día) obtenido a partir de las pendientes de la gráfica anterior. 
Los resultados obtenidos en este ensayo muestran que los aislamientos H1 y T1.1  
presentaron los mejores resultados sobre tamo de arroz, estos dos microorganismos 
pertenecen a géneros estudiados por su capacidad de degradación de residuos de 
cosecha.Tal como se mencionó anteriormente, el género Pleurotus tiene la capacidad de 
producir enzimas ligninolíticas, lo que le permite degradar el residuo y utilizarlo como 
fuente carbono, en un estudio realizado, se encontró que el pretratamiento de tamo de 
arroz con Pleurotus ostreatus disminuía el contenido de lignina y celulosa 30% y 32% 
respectivamente a los 24 días de tratamiento en el residuo (Taniguchi et al., 2005), 
siendo este microorganismo de interés para ser evaluado en la degradación de este tipo 
de residuos. Por otro lado, el género Penicillium es estudiado principalmente para la 
producción de celulasas y xilanasas en diversas aplicaciones industriales. El tercer 
aislamiento que presentó resultados satisfactorios en la prueba de respirometría, fue el 
7.1, el género Streptomyces ha sido reportado para la degradación de residuos, ya que 
algunas especies tienen la capacidad de producir enzimas celulasas y/o xilanasas, 
Abdulla & El-Shatoury, 2007, evaluaron la degradación de tamo de arroz al aplicar este 
microorganismo en condiciones de laboratorio, encontrando pérdida de peso del residuo, 
adicionalmente, el aislamiento 7.1 fue el que presentó mejores resultados en la prueba 
cualitativa para la producción de celulasas. 
Los 5 aislamientos restantes, presentaron una menor capacidad de usar el tamo de arroz 
como fuente de carbono, comparado con los tres aislamientos mencionados 
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anteriormente. Adicionalmente, estos microorganismos fueron aislados de residuos de 
palma, a diferencia del T1.1, 7.1, y H1, lo cual pudo presentar una desventaja de 
adaptación al ser evaluados. 
3.4 Conclusión del primer objetivo 
Con base a los resultados obtenidos en las pruebas cualitativas y el ensayo de 
respirometría sobre tamo de arroz, se decidió continuar trabajando con los aislamientos 
T11, H1 y 7.1, siendo los tres aislamientos que presentaron mejores resultados en estas 
pruebas. Por lo tanto se seleccionó como aislamiento ligninolítico el T1.1, y como 




4. Resultados y discusión: Determinación de 
la actividad ligninocelulolítica 
Para la determinación de la actividad ligninocelulolítica se evaluaron los aislamientos 7.1 
y T1.1, el aislamiento H1 no fue evaluado, ya que la determinación de la actividad se 
realizó en el marco de otro proyecto (Sánchez, 2013).  
4.1 Actividad enzimática del aislamiento 7.1 
Para el aislamiento 7.1 se  realizó la evaluación de la actividad celulolítica 
(endoglucanasas, exoglucanasas, β-glucosidasas) y xilanolítica. 
4.1.1 Determinación de la actividad de celulasas 
 
Para la evaluación de la actividad celulolítica, se determinó el área bajo la curva de cada 
una de las cinéticas de la actividad enzimática obtenida (Anexo C), y la productividad 
definida como la actividad máxima dividida en el día en que ésta se presentó. A partir de 
estos parámetros, se procedió a realizar un  análisis de varianza multivariado para 
establecer el efecto de cada una de  las variables evaluadas (fuente de carbono y fuente 
de nitrógeno), así como el efecto de la interacción de éstas. 
 
Para comenzar, se observan los resultados obtenidos para la actividad endoglucanasa, el 
análisis de varianza realizado para el diseño, muestra que el modelo y cada una de las 
variables y la interacción de estas tienen un efecto significativo (Tabla 4-1). En la figura 4-
1a, se observa el área bajo la curva para cada una de las variables, donde la mayor área 
se encontró usando como fuente de carbono tamo de arroz con fuente inorgánica de 
nitrógeno. Por el contrario, cuando la fuente de carbono utilizada fue CMC, la mayor 
actividad se presentó con la fuente orgánica de nitrógeno. Al observar la productividad 
(Figura 4-1b), nuevamente la mayor actividad se observó con el tamo de arroz como 
fuente de carbono, sin embargo, la fuente de nitrógeno orgánica y la fuente de inorgánica 
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Figura 4- 1: Actividad endo-1,4-β-glucanasa 7.1 
 
 
A. área bajo la curva y B. Productividad   
 
 
Tabla 4- 1: Análisis de varianza de la actividad endo-1,4-β-glucanasa 7.1 
  Área bajo la curva Productividad 
fuente valor F valor-p  Prob > F valor F valor-p  Prob > F 
modelo 88.11 < 0.0001 52.04 < 0.0001 
A-Fuente de carbono 407.12 < 0.0001 244.33 < 0.0001 
B-Fuente de nitrógeno 20.18 < 0.0001 13.46 < 0.0001 
AB 15.74 < 0.0001 7.23 0.0002 
Área bajo la curva R
2
 0,9758 Adj R
2
 0,9648; Productividad  R
2





En cuanto a la actividad exoglucanasa, en la tabla 4-2 se observan los resultados del 
análisis de varianza, el cuál fue significativo, encontrando por lo menos una variable que 
afecta la actividad enzimática. Para el microorganismo 7.1 no se encontró actividad 
cuando la fuente de carbono utilizada fue glucosa o CMC. En la figura 4-2a, se muestran 
los resultados obtenidos para el área bajo la curva, donde la mayor actividad obtenida 
con tamo de arroz se detectó al utilizar como fuente de nitrógeno la fuente inorgánica y la 
mezcla (fuente orgánica y fuente inorgánica). Al evaluar la productividad (Figura 4-2b), se 
observa nuevamente que el tratamiento con tamo de arroz y fuente inorgánica de 
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Figura 4- 2: Actividad exo-1,4-β-glucanasa 7.1 
 
 




Tabla 4- 2: Análisis de varianza de la  actividad exo-1,4-β-glucanasa 7.1 
  Área bajo la curva Productividad 
fuente valor F valor-p  Prob > F valor F valor-p  Prob > F 
modelo 26.54 < 0.0001 18.38 < 0.0001 
A-Fuente de carbono 121.09 < 0.0001 76.26 < 0.0001 
B-Fuente de nitrógeno 5.5 0.0051 5.52 0.0050 
AB 5.55 0.0010 5.52 0.0010 
Área bajo la curva R
2
 0,9240   Adj R
2
 0,8892; Productividad  R
2





Finalmente, no se detectó actividad β-glucosidasa en los tratamientos utilizando glucosa 
y tamo de arroz como fuente de carbono. En la tabla 4-3, se muestran los resultados del 
análisis de varianza el cuál fue significativo para el modelo utilizado. En la figura 4-3, se 
observa el área bajo la curva y la productividad de la actividad β-glucosidasa, donde se 
muestra que solo se detectó actividad cuando la fuente de carbono fue CMC y la fuente 
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Figura 4- 3: Actividad β-glucosidasa 7.1 
 
 
A. área bajo la curva y B. Productividad   
 
Tabla 4- 3: Análisis de varianza de la actividad 1,4-β-glucosidasa 7.1 
  Área bajo la curva Productividad 
fuente valor F valor-p  Prob > F valor F valor-p  Prob > F 
modelo 1068.84 < 0.0001 103.51 < 0.0001 
A-Fuente de carbono 1068.84 < 0.0001 103.51 < 0.0001 
B-Fuente de nitrógeno 1068.84 < 0.0001 103.51 < 0.0001 
AB 1068.84 < 0.0001 103.51 < 0.0001 
Área bajo la curva R
2
 0,9980   Adj R
2
 0,9970; Productividad  R
2





Como se puede observar, el aislamiento 7.1 no presenta actividad basal de la actividad 
enzimática endoglucanasa, exoglucanasa y β-glucosidasa, evaluada al utilizar como 
fuente de carbono glucosa, la cuál es una fuente de carbono conocida por ser represor 
de la actividad celulolítica debido a que es una fuente de carbono simple, es decir 
fácilmente asimilable. 
 
En el medio con CMC se presentó actividad endoglucanasa, este sustrato está 
compuesto principalmente por celulosa amorfa, la cual es degradada por las enzimas 
endoglucanasas, por lo tanto, esta actividad es inducida por este tipo de sustrato. Por el 
contrario, la actividad exoglucanasa no se detectó, esta última, es principalmente 
inducida por fuentes de celulosa cristalina como Avicel. Thierie & Penninckx, 2007, 
evaluaron la actividad endoglucanasa y exoglucanasa en Streptomyces spp. utilizando 
como fuente de carbono CMC, y encontraron una alta actividad endoglucanasa y baja 
actividad exoglucanasa la cual clasificaron como una actividad basal en este medio. En 
este caso, la actividad basal de estas enzimas no se detectó.  
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En cuanto a la actividad β-glucosidasa, no se detectó en ninguna de las fuentes de 
carbono evaluadas, con excepción del tratamiento con la mezcla de las fuentes de 
nitrógeno en CMC.  En un estudio realizado por Semedo, et al., 2000, donde se evalúo la 
actividad celulasa en CMC como fuente de carbono, tampoco se encontró actividad β-
glucosidasa en dos especies de Streptomyces spp. aisladas de suelos de bosque. Sin 
embargo, Thierie & Penninckx, 2007, encontraron una alta actividad β-glucosidasa al 
evaluarla en medio CMC, lo que indica que la expresión de estas enzimas puede estar 
determinada por la especie de Streptomyces. 
 
Al comparar las fuentes de carbono con las fuentes de nitrógeno se  puede determinar 
que para el aislamiento 7.1 el medio con CMC y fuente de nitrógeno orgánica tiene una 
mejor inducción sobre la actividad endoglucanasa, mientras que en el medio con tamo de 
arroz la mayor actividad endoglucanasa y exoglucanasa se detecta con la fuente 
inorgánica de nitrógeno. En la literatura, se encuentra poca información sobre el efecto 
de las fuentes de nitrógeno en la actividad celulolítica del género Streptomyces, siendo la 
más recomendada el extracto de levadura, Chellapandi  & Himanshu, 2008, evaluaron 
diferentes fuentes orgánicas e inorgánicas en medio CMC, encontrando una mayor 
inducción de la actividad endoglucanasa en las fuentes orgánicas para Streptomyces sp. 
BRC1, concordando con los resultados obtenidos en este trabajo. 
 
Por otro lado, la actividad enzimática presentada por el aislamiento 7.1 fue una actividad 
baja en comparación con otros estudios realizados para Streptomyces spp. Grigorevski 
de Lima, et al., 2005, evaluaron la actividad celulasa en Streptomyces drozdowiczii, 
encontrando actividad endoglucanasa de hasta 595 U/L utilizando extracto de levadura y 
CMC como fuente de nitrógeno y carbono respectivamente, así mismo utilizando una 
fuente de carbono compleja como salvado de trigo y extracto de levadura como fuente de 
nitrógeno, la actividad endoglucanasa fue hasta 395 U/L. El-Sersy, et al., 2010, evaluaron 
con Streptomyces ruber la actividad celulasa sobre tamo de arroz en diferentes 
concentraciones, la mayor actividad fue 30 U/ml con una concentración de 30 g/L de 
tamo de arroz. En este trabajo la mayor actividad presentada fue en el medio con tamo 
de arroz y sulfato de amonio 82,18 U/L para la actividad endoglucanasa y 84,76 U/L para 
la actividad exoglucanasa en el mismo medio. 
 
Adicionalmente, el aislamiento H1, evaluado por Sánchez, 2013, presentó actividades 
endoglucansa, exoglucanasa, y β-glucosidasa mayores que el aislamiento 7.1, cabe 
resaltar que las condiciones de evaluación para este aislamiento fueron las mismas 
descritas en este trabajo para la determinación de la actividad lignocelulolítica (punto 
2.3). En el anexo G, se muestran los resultados obtenidos para este aislamiento en 
términos de productividad, usando como fuentes de carbono CMC y tamo de arroz. La 
mayor productividad de la actividad exoglucanasa fue de 1034,014 U/L/día usando como 
fuente de carbono tamo de arroz y fuente inorgánica de nitrógeno; en la actividad 
endoglucanasa fue de 89,69U/L/día y se presentó en el medio de tamo de arroz con 
fuente inorgánica de nitrógeno; por último, la mejor productividad para la actividad β-
glucosidasa fue de 18153,57 U/L/día en el medio CMC con sulfato de amonio.  
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4.1.2 Determinación de la actividad de xilanasa 
 
Para la determinación de la actividad xilanasa, se determinó el área bajo la curva de la 
cinética obtenida (Anexo E), con fuente de carbono tamo de arroz y las cuatro fuentes de 
nitrógeno (orgánica, inorgánica, mezcla, sin fuente). 
 
Cómo se observa en la figura 4-4, para el aislamiento 7.1, la mayor actividad durante el 
tiempo de evaluación se presentó en el tratamiento con la fuente inorgánica de nitrógeno 
(sulfato de amonio). En el anexo E, se muestra la cinética de la actividad enzimática 
donde se observa que para las cuatro fuentes de nitrógeno la actividad máxima se 
detectó al día 10, siendo 1081,59 U/L para la fuente inorgánica, 875,46 U/L para la fuente 
orgánica, 488,27 U/L para el tratamiento sin nitrógeno, y 409,21 U/L para la mezcla.  
 














































Los resultados observados para el aislamiento 7.1 sugieren que con la fuente de 
nitrógeno inorgánica hay una mayor inducción de las enzimas xilanasas utilizando como 
fuente de carbono tamo de arroz. Por el contrario, diversos estudios de la actividad 
xilanolítica en el género Streptomyces sugieren que las fuentes orgánicas de nitrógeno 
tienen un mejor efecto sobre la producción de estas enzimas. En un estudio realizado por 
Deng et al., 2005, encontraron que la fuente orgánica de nitrógeno incrementa la 
actividad xilanolítica al usar xilano de mazorca como fuente de carbono en Streptomyces 
olivaceoviridis. Techapun et al., 2002, reporta que al utilizar bagazo de caña como fuente 
de carbono, la actividad xilanolítica aumenta cuando se suplementa con extracto de 
levadura en bajas concentraciones, mientras que al usar sulfato de amonio no se 
presenta alteración en la actividad. 
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4.2 Actividad enzimática del aislamiento T1.1 
Para el aislamiento T1.1 se  realizó la evaluación de la actividad celulolítica 
(endoglucanasas, exoglucanasas, β-glucosidasas), xilanolítica, y ligninolítica (Lacasa y 
manganeso peroxidasa). 
4.2.1 Determinación de la actividad de celulasas 
Al igual que para el aislamiento 7.1, la evaluación de la actividad celulolítica, se 
determinó por el área bajo la curva de cada una de las gráficas de la actividad enzimática 
obtenida (Anexo D), y la productividad.  
 
 
Figura 4- 5: Actividad endoglucanasa T1.1 
  
A. área bajo la curva y B. Productividad   
 
Tabla 4- 4: Análisis de varianza de la actividad endo1,4-β-glucanasa T1.1 
  Área bajo la curva productividad 
fuente valor F valor-p  Prob > F valor F valor-p  Prob > F 
modelo 42.76 < 0.0001 26.52 < 0.0001 
A-Fuente de carbono 145.14 < 0.0001 67.72 < 0.0001 
B-Fuente de nitrógeno 6.93 0.0016 4.86 0.0089 
AB 26.55 < 0.0001 23.63 < 0.0001 
Área bajo la curva R
2
 0,9515   Adj R
2
 0,9292; Productividad  R
2




En la tabla 4-4, se observan los resultados obtenidos en el análisis de varianza para la 
actividad endoglucanasa, el cual muestra que el modelo y las variables tienen un efecto 
significativo. En la figura 4-5a, se observa el área bajo la curva para cada una de las 
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variables, donde la mayor área se presentó usando tamo de arroz como fuente de 
carbono y la fuente inorgánica de nitrógeno. En términos de productividad (Figura 4-5b), 
se observa que la actividad entre el tamo de arroz con la fuente inorgánica y la actividad 
en medio CMC con la fuente orgánica son iguales. En el anexo D, se observa que la 
actividad endoglucanasa en el medio CMC presenta actividad máxima en el día 4 con la 
fuente orgánica de nitrógeno, y a partir de este día la actividad decrece.  
 
Figura 4- 6: Actividad exoglucanasa T1.1 
 
A. área bajo la curva y B. Productividad   
 
Tabla 4- 5: Análisis de varianza de la actividad exo1,4-β-glucanasa T1.1 
  Área bajo la curva productividad 
fuente valor F valor-p  Prob > F valor F valor-p  Prob > F 
modelo 62.05 < 0.0001 92.54 < 0.0001 
A-Fuente de carbono 273.02 < 0.0001 403.42 < 0.0001 
B-Fuente de nitrógeno 16.76 < 0.0001 19.89 < 0.0001 
AB 14.37 < 0.0001 25.23 < 0.0001 
 Área bajo la curva R
2
 0,9660   Adj R
2
 0,9505; Productividad  R
2




En cuanto a la actividad exoglucanasa, en la tabla 4-5 se muestra que el modelo 
aplicado, fue significativo, y así mismo las variables y la interacción entre estas fueron 
significativas. En la figura 4-6a se observa que la mayor área bajo la curva se presentó al 
usar el tamo de arroz como fuente de carbono, el tratamiento sin fuente de nitrógeno fue 
con el que se detectó la mejor inducción de la actividad exoglucanasa, seguido por el 
tratamiento con la mezcla (fuente orgánica y fuente inorgánica). Al evaluar la 
productividad (figura 4-6b), el tratamiento con tamo de arroz como fuente de carbono y la 
mezcla como fuente de nitrógeno, fue el que presentó una mayor productividad, sin 
embargo en el anexo D, se observa que este tratamiento presenta una disminución de la 
actividad a partir del día 6, siendo el día 4, en el que se detecta la máxima actividad. 
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Figura 4- 7: Actividad β-glucosidasa T1.1 
  
A. área bajo la curva y B. Productividad   
 
 
Tabla 4- 6: Análisis de varianza de la actividad 1,4-β-glucosidasa T1.1 
  Área bajo la curva Productividad 
fuente valor F valor-p  Prob > F valor F valor-p  Prob > F 
modelo 59.35 < 0.0001 39.57 < 0.0001 
A-Fuente de carbono 257.46 < 0.0001 67.43 < 0.0001 
B-Fuente de nitrógeno 6.53 0.0022 56.93 < 0.0001 
AB 19.72 < 0.0001 21.60 < 0.0001 
 Área bajo la curva R
2
 0,9645   Adj R
2
 0,9483; Productividad  R
2




Finalmente la actividad β-glucosidasa, se detectó en los tratamientos con las tres fuentes 
de carbono. En la tabla 4-6 se muestran los resultados del análisis de varianza, 
determinando que el modelo, las variables y la interacción entre estas son significativos 
para área bajo la curva y la productividad.  
 
En la evaluación del área bajo la curva (Figura 4-7a), se observa que el tratamiento que 
presentó mayor actividad β-glucosidasa durante los 10 días de evaluación fue utilizando 
CMC como fuente de carbono, y fuente orgánica y sin nitrógeno. Por otro lado, en el 
medio con tamo de arroz, la mayor área bajo la curva se presentó con la mezcla de las 
fuentes de nitrógeno. En la figura 4-7b, se observa que la mayor productividad se 
presentó en los tratamientos utilizando como fuente de carbono tamo de arroz y CMC, 
con la mezcla como fuente de nitrógeno. Sin embargo, en el anexo D se observa que 
para CMC, la  mezcla como fuente de nitrógeno presentó su pico más alto de actividad al 
día 4, y a partir de este día, la actividad disminuyó, por lo tanto, durante el tiempo 
evaluado este tratamiento fue el que presentó una menor actividad. Por otro lado, en el 
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tratamiento con glucosa se presentó actividad únicamente con la fuente de carbono 
orgánica y la mezcla. 
 
Como se observó en los resultados, para el aislamiento T1.1 la fuente de carbono que 
presentó una mayor inducción en la actividad endoglucanasa y exoglucanasa fue el tamo 
de arroz. En el medio con CMC como fuente de carbono se presentó inducción en la 
producción de endoglucanasas, sin embargo, la actividad en este medio fue menor que 
en tamo de arroz, en cuanto a la actividad exoglucanasa, en este medio fue baja 
comparada con la actividad endoglucanasa, como se mencionó anteriormente, este 
medio está compuesto por celulosa amorfa principalmente por lo que la CMC no induce 
la producción de estas enzimas.  
Por otro lado, los mejores resultados de la actividad β-glucosidasa, se presentaron en el 
medio CMC, esta actividad también fue inducida en las otras dos fuentes de carbono 
(glucosa y tamo de arroz). La inducción de estas enzimas, se da principalmente por la 
presencia de celobiosa u otros oligosacáridos en el medio, en este caso en el medio con 
glucosa se detecto la producción de β-glucosidadasa con algunas fuentes de nitrógeno, 
Jorgensen, et al., 2004, evaluaron la actividad celulolítica y xilanolítica en Penicillium 
spp., con monosacáridos, encontrando que la actividad β-glucosidasa puede detectarse 
cuando la concentración de glucosa comienza a disminuir en el medio, presentando una 
expresión basal de la enzima, estos resultados también fueron encontrados por 
Zampiere, et al. 2013, en medio con glucosa como fuente de carbono en Penicillium 
echinulatum.  
Por otro lado, la mayor actividad endoglucanasa se presentó con fuente inorgánica de 
nitrógeno en tamo de arroz, mientras que en el tratamiento con CMC, la fuente orgánica 
fue la que presentó mejores resultados. Membrillo, et al., 2008 encontraron que el 
tratamiento con Pleurotus ostreatus en fermentación sólida agregando sulfato de amonio 
mejoraba la actividad endoglucanasa en bagazo de caña, estos resultados coinciden con 
lo encontrado en este trabajo para tamo de arroz. En cuanto a la actividad exoglucanasa, 
se observó que el tratamiento sin fuente de nitrógeno presentó una mejor inducción de la 
actividad en tamo de arroz y CMC, mientras que la actividad β-glucosidasa fue mayor en 
los tratamientos con fuente orgánica y sin fuente en el medio CMC, y la mezcla para el 
medio con tamo de arroz.  
Estos resultados concuerdan con estudios realizados donde se ha demostrado que la 
fuente de carbono y la fuente de nitrógeno son un factor regulador de la producción de 
enzimas celulolíticas, Lockington et al., 2002, demostraron que en Aspergillus nidulans, la 
producción de celulasas está regulada por la fuente de carbono y la fuente de nitrógeno 
con reguladores de carbono CreA, CreB, CreC, y nitrógeno AreA. Con hongos de 
podredumbre blanca, Elisashvili et al., 2006, 2008, 2009, han realizado varios estudios 
con diferentes residuos de cosecha principalmente cáscaras de mandarina, hojas de 
árboles y paja de trigo, encontrando influencia de la actividad celulasa con la adición de 
fuentes de nitrógeno, y variación del rendimiento de la actividad tanto en la fuente de 
carbono como en la fuente de nitrógeno. En P. ostreatus, por ejemplo, encontraron que 
con el medio base de extracto de levadura, y adicionando sulfato de amonio, la actividad 
endoglucanasa y xilanasa aumenta cuando el sustrato es paja de trigo, pero disminuye 
cuando el sustrato son hojas de árbol (Elisashvili et al., 2008), así mismo, en Pleurotus 
drynus encontraron que la actividad endoglucanasa aumenta cuando el sustrato utilizado 
es cáscaras de mandarina y la fuente de nitrógeno es extracto de levadura adicionando 
sulfato de amonio (Elisashvili et al., 2006).  
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Así mismo, con sustratos sintéticos, Goldbeck et al., 2013, encontraron que Acremonium 
strictum tiene mejor actividad endoglucanasa y β-glucosidasa en medio con CMC durante 
las primeras 48 horas de incubación en medio líquido que usando avicel como fuente de 
carbono. 
4.2.2 Determinación de la actividad de xilanasa 
Para la determinación de la actividad xilanasa en el aislamiento T1.1, se determinó el 
área bajo la curva de la cinética obtenida (Anexo E), con fuente de carbono Tamo de 
arroz y las cuatro fuentes de nitrógeno. 
 
Como  se observa en la figura 4-8, para el aislamiento T1.1, los tratamientos con la 
fuente inorgánica de nitrógeno y con la mezcla de las fuentes presentaron la mayor área 
bajo la curva, siendo el tratamiento con fuente orgánica el que presentó la menor área. 
En el anexo E, se observa la cinética de la actividad para las cuatro fuentes de nitrógeno, 
la actividad máxima para el tratamiento con fuente inorgánica fue 933,92 U/L en el día 
10, para la mezcla fue 523,06 U/L en el día 8, para el tratamiento sin fuente fue 508,22 
U/L en el día 10, y finalmente la fuente orgánica presentó la máxima actividad en el día 
10 con 114,75 U/L, siendo la actividad más baja. 
 













































Los resultados obtenidos para el aislamiento T1.1 muestran que las fuentes de nitrógeno 
inorgánica y la mezcla (orgánica-inorgánica), incrementan la producción de enzimas 
xilanasas en el microorganismo, utilizando como fuente de carbono tamo de arroz. En un 
estudio realizado por Qinnghe et al., 2004, encontraron que para Pleurotus ostreatus 
utilizando salvado de trigo como fuente de carbono y extracto de levadura como fuente 
de nitrógeno se favorecía la actividad xilanasa, por el contrario la actividad con sulfato de 
amonio era baja, estos resultados son contrarios a los obtenidos en este trabajo. Sin 
embargo, en otro estudio, Elisashvili et al., 2006, encontraron que con Pleurotus drynus, 
utilizando cascaras de mandarina como fuente de carbono y extracto de levadura 
suplementado con sulfato de amonio como fuente de nitrógeno incrementaba la 
producción de xilanasas en comparación del medio con extracto de levadura únicamente.  
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4.2.3 Determinación de la actividad de ligninasa 
Para la determinación de la actividad ligninasa evaluada en el aislamiento T1.1, se 
determinó el área bajo la curva de la gráfica obtenida (Anexo F) para la actividad lacasa y 
la actividad manganeso peroxidasa, con fuente de carbono Tamo de arroz y las cuatro 
fuentes de nitrógeno evaluadas para las actividades anteriores. 
 
Como se observa en la Figura 4-9, los tratamientos que presentaron una mayor área bajo 
la curva para la actividad lacasa fueron los que tenían como fuente de nitrógeno extracto 
de levadura (fuente orgánica) y la mezcla de las fuentes. Con el tratamiento con la fuente 
orgánica, se detectó la mayor actividad en el día 8 de tratamiento, momento en el cual 
disminuyo la actividad. El tratamiento con la mezcla de las fuentes de nitrógeno presentó 
un aumento constante de la actividad lacasa durante los 10 días de tratamiento. 
 
 













































La actividad manganeso peroxidasa, presentada en la figura 4-10, no presentó 
diferencias entre los tratamientos con fuente de nitrógeno orgánica, inorgánica, y la 
mezcla, por otro lado, el área bajo la curva presentada por el tratamiento sin fuente de 
nitrógeno fue el que presentó la menor actividad durante los 10 días de tratamiento. 
 
Como se muestra en los resultados, la actividad manganeso peroxidasa y lacasa se ven 
inducidas por las fuentes de nitrógeno orgánica,  inorgánica y la mezlca, siendo la fuente 
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Algunos estudios, han reportado como estándar el extracto de levadura como fuente de 
nitrógeno para la producción de lacasas en Pleurotus ostreatus (Prasad, et al., 2005), 
Bettin et al., 2009, encontraron una alta actividad lacasa con las fuentes orgánicas de 
nitrógeno comparada con las fuentes inorgánicas en Pleurotus sp.  por otro lado, 
Elisashvili, et al., 2006, encontraron que el extracto de levadura suplementado con sulfato 
de amonio presentaba una inducción de la actividad con respecto al medio con 
únicamente la fuente orgánica. Estos estudios, concuerdan con los resultados de este 
trabajo donde la producción de lacasa fue mejor en los medios con extracto de levadura y 
la mezcla de la fuente de nitrógeno. 
Para la actividad manganeso peroxidasa, Stajic et al., 2006 encontraron que la fuente de 
nitrógeno orgánica utilizada para ese estudio tenía una inducción más alta de esta 
enzima comparada con las fuente inorgánica, por otro lado, Elisashvili, et al., 2006, 
evaluaron la producción de manganeso peroxidasa encontrando que la actividad 
disminuye al combinar el sulfato de amonio y el extracto de levadura como fuente de 
nitrógeno. En este trabajo, por el contrario se encontró que la fuente de carbono 
orgánica, la fuente de carbono inorgánica, o la mezcla de las dos no tenían efecto 
inhibitorio en la actividad manganeso peroxidasa para el aislamiento T1.1.  
4.3 Conclusión del segundo objetivo 
En este trabajo se encontró que para el aislamiento 7.1 la fuente de nitrógeno inorgánica 
tiene una mejor inducción de la actividad enzimática, al contrario de lo reportado en la 
mayoría de artículos donde la fuente orgánica es la recomendada para la inducción de 
las enzimas ligninocelulolíticas. Por otro lado, la actividad de celulasa en el aislamiento 
T1.1 se ve favorecida por la mezcla de las fuentes de nitrógeno principalmente.  
 
La actividad celulolítica y xilanolítica encontrada para el aislamiento 7.1 mostró que el 
tamo de arroz y el sulfato de amonio son buenos inductores de la actividad enzimática en 
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este aislamiento, sin embargo teniendo en cuenta los máximos valores de actividad 
obtenidos para este microorganismo y los resultados obtenidos por Sánchez, 2013 en la 
actividad enzimática del aislamiento H1, en este trabajo se decidió continuar con el 
aislamiento H1. Por otro lado, el aislamiento T1.1 presentó actividad celulolítica, 
xilanolítica y ligninolítica al utilizar tamo de arroz como fuente de carbono. A partir de los 
resultados obtenidos en este objetivo, se decidió realizar las pruebas de invernadero con 





5. Resultados y discusión: capacidad de 
degradación de los aislamientos 
seleccionados en invernadero 
Para  la evaluación de la capacidad de degradación de los aislamientos en invernadero 
se plantearon cuatro tratamientos: el control abiótico, el aislamiento ligninolítico 
seleccionado (T1.1), el aislamiento celulolítico seleccionado (H1), y un tratamiento con 
los dos microorganismos. Para este último tratamiento se tuvieron en cuenta las pruebas 
de antagonismo realizadas por Rincón, 2013, en donde no se encontró antagonismo 
entre los aislamientos T1.1 y H1.  
 
Para cada uno de los tratamientos, se realizó el seguimiento del crecimiento de los 
microorganismos por microscopía electrónica, por otro lado, en el análisis del residuo se 
evalúo el contenido de celulosa, hemicelulosa, y lignina en el tamo de arroz, y sobre el 
suelo se evalúo el contenido de carbono orgánico y nitrógeno total entre los tratamientos. 
 
 
Figura 5- 1: Crecimiento sobre el residuo.  
 
Día 30 de tratamiento 
 
En la figura 5-1 se observan los tratamientos al día 30 de evaluación, en todos los 
tratamientos se evidenció crecimiento de los microorganismos, menos en el control 
abiótico. En el tratamiento con H1, se observó un pigmento verde sobre el residuo 
correspondiente al crecimiento micelial y esporulación del microorganismo. En el 
tratamiento con T1.1 se observó un rápido crecimiento del micelio del hongo sobre el 
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sustrato, y aglomeración del micelio con posterior formación del cuerpo fructífero 
después del día 20. En el tratamiento inoculado con los dos microorganismos (T1.1+H1), 
se observó muy poco crecimiento del aislamiento H1, por el contrario, el T1.1 presentó un 
buen crecimiento y el comienzo de la formación del cuerpo fructífero se evidenció 
después del día 40.  
 
Figura 5- 2: Microscopía electrónica 
 
Fila 1. Control, Fila 2. Tratamiento con H1, Fila 3. Tratamiento con T1.1, Fila 4. Tratamiento con T1.1+H1 
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En la figura 5-2 se observa la microscopía electrónica realizada sobre el residuo para los 
tratamientos y el control abiótico. En el tratamiento inoculado con H1, se observa 
crecimiento micelial y presencia de conidios en el día 30 y en el día 50. No se observan 
cambios en el residuo durante los 50 días. En el tratamiento inoculado con T1.1, al día 30 
se observa presencia abundante de micelio y adicionalmente en el día 50 se pueden 
observar cambios en el residuo. Finalmente con la inoculación de los dos 
microorganismos se observa una amplia colonización del aislamiento T1.1, y poco 
crecimiento del aislamiento H1 en el día 30, adicionalmente hay presencia de conidios en 
el día 30 y el día 50. Posiblemente este comportamiento puede darse por el método de 
inoculación de los microorganismos (siendo para el H1 106 conidios/ml y para el T1.1 106 
UFC/ml), el cual permite un desarrollo micelial y colonización más rápida del T1.1.  
 
Al finalizar los 50 días de tratamiento, el tamo de arroz se recolectó para el análisis del 
contenido de lignina, celulosa, y hemicelulosa de cada uno de los tratamientos,  estos 
contenidos fueron determinados por la obtención de la FDN y la FDA. 
 











































































































En la figura se observan los resultados obtenidos para el tamo sin tratar que corresponde al día 0 de 
inoculación, y los cuatro tratamientos en el día de finalización del ensayo (día 50). 
 
En la figura 5-3, se muestran los resultados de los porcentajes obtenidos en el día inicial 
y el día 50 de los tratamientos. Como se puede observar, no se encontraron diferencias 
en el contenido de celulosa entre los tratamientos. Por otro lado, en cuanto al contenido 
de hemicelulosa, el control abiótico y el tratamiento con H1 no presentaron diferencias 
entre ellos. El tratamiento con el aislamiento T1.1 presentó la mayor disminución en el 
contenido de hemicelulosa, seguido por el aislamiento con T1.1+H1, estos dos 
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tratamientos, presentaron diferencias con respecto a los demás tratamientos. Referente 
al contenido de lignina, se observa un aumento en el contenido de los tratamientos 
inoculados con T1.1, H1, y T11+H1, este aumento porcentual en la lignina puede 
explicarse por la disminución en el contenido de hemicelulosa, ya que al disminuir este 
porcentaje el producto sólido se enriquece con los componentes menos metabolizados 
(lignina) (Rangel, 2012), adicionalmente este método presenta limitaciones que pueden 
llevar a sobreestimaciones o subestimaciones de los componentes del residuo (lignina, 
celulosa y hemicelulosa), principalmente cuando  se han realizado tratamientos con 
microorganismos (Segura et al., 2007). 
 
La evaluación realizada sobre el suelo no mostró cambios en el contenido de carbono 
orgánico presente en las muestras analizadas (figura 5-4), en cuanto al nitrógeno total, 
los tratamientos inoculados con H1, T11, y T11+H1, presentaron diferencia con el control 
abiótico, encontrando un mayor porcentaje de nitrógeno en el suelo con los tres 
tratamientos. El contenido de carbono orgánico y nitrógeno total en el suelo es un factor 
importante, ya que es un indicador del retorno de nutrientes en el suelo al degradarse el 
tamo de arroz (Garcés & Ospina, 2009). En campo, este retorno de nutrientes conlleva a 
una disminución en la fertilización aplicada para el crecimiento del cultivo, en este 
trabajo, se encontró aumento en el contenido de nitrógeno, lo que lo hace un resultado 
favorable como un indicio para el estudio en campo, y la posible degradación in situ de 
este residuo.  
 









































































5.1 Prueba de respirometría 
 
La prueba de respirometría en los ensayos de invernadero se implementó como método 
indirecto del crecimiento de la biomasa y el consumo del sustrato durante los 50 días del 
tratamiento, siendo el CO2 una forma indirecta de medición de la capacidad de los 
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Figura 5- 5: Resultados respirometría en invernadero 
 
a. mg CO2 producidos durante los 50 días de tratamiento, b. Velocidad de producción (mg CO2 /g /día) 
obtenida a partir de las pendientes de la gráfica anterior. 
 
La producción de CO2 para el tratamiento con H1 fue de 30,34 mg CO2/g tamo, para el 
T1.1 fue de 68,76 mg CO2/g tamo y para el consorcio 61,87 mg CO2/g tamo. En cuanto a 
la velocidad de producción de CO2 (Figura 5-5b) se observa que el tratamiento con 
menor velocidad fue el H1, mientras que los tratamientos T1.1 y el consorcio entre el 
T1.1 y H1 no presentaron diferencias entre ellos. 
 
La prueba de respirometría en invernadero, presentó una disminución aproximada del 
70% en la producción de CO2 al comparar con la prueba realizada en el objetivo 1, esto 
puede deberse probablemente a que el residuo utilizado para este objetivo es de mayor 
tamaño y así mismo la cantidad del residuo y el tamaño del recipiente utilizado fue 
diferente, por lo tanto las enzimas producidas por el microorganismo para la degradación 
del residuo pueden variar. Membrillo et al., 2008, evaluaron diferentes tamaños de 
partículas en bagazo de caña encontrando que la actividad enzimática se ve afectada por 
el tamaño de la partícula. Sin embargo, la tendencia observada entre el H1 y el T1.1 en 
las dos pruebas fue similar, teniendo una mayor producción el aislamiento T1.1 
comparado con el H1. En el tratamiento donde se evaluaron los dos microorganismos, no 
se encontraron diferencias con el tratamiento T1.1, lo que indica que no se incrementó el 
consumo del sustrato al utilizar estos dos microorganismos como consorcio, lo que 
concuerda con las observaciones macroscópicas y microscópicas en este tratamiento. 
5.2 Actividad enzimática 
Para la actividad enzimática en los ensayos de invernadero, cada 8 días se obtuvo un 
extracto enzimático de cada uno de los tratamientos y se realizaron las lecturas para 
exoglucanasa, endoglucanasa, β-glucosidasa, xilanasas, lacasa, y manganeso 
peroxidasa en cada uno de los tratamientos.  Se halló el área bajo la curva para cada una 
de las actividades enzimáticas a partir de las cinéticas obtenidas (Anexo H). 
 
La actividad exoglucanasa no presentó diferencias entre los tratamientos H1, T1.1, y 
consorcio, al evaluar la actividad enzimática durante todo el tiempo de tratamiento 
(Figura 5-6), siendo el consorcio el que presentó la mayor actividad con 356,52 U/g en el 
día 49, seguido por el T1.1 con 263,64,27 U/g en el día 49, y finalmente el H1 con 259,43 
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U/g en el día 21 (Anexo H), sin embargo al evaluar la productividad, los aislamientos 
tampoco presentaron diferencias entre ellos (Figura 5-6), al observar la gráfica de la 
cinética, se observa una actividad enzimática con varios picos durante los 50 días en 
todos los tratamientos, por esta razón no hay diferencias al evaluar el área bajo la curva.  
 










































































La actividad endoglucanasa no presentó diferencias entre los tratamientos H1, T1.1 y el 
consorcio como se observa en la figura 5-7, la actividad endoglucanasa más alta se 
presentó en el consorcio con 55,09 U/g de extracto enzimático en el día 49, seguido por 
el T1.1 con 50,07 U/g en el día 49, y por último el H1 con 49,51 U/g en el día 35 (Anexo 
H). al evaluar la productividad, no se presentaron diferencias entre los tratamientos. 
 












































































La actividad β-glucosidasa presentó diferencias entre los tratamientos durante los 50 días 
de evaluación, como se observa en la figura 5-8, el área bajo la curva presentada por el 
tratamiento con H1 fue más grande que con los demás tratamientos, los tratamientos 
T1.1 y consorcio no presentaron diferencias. La actividad más alta fue 3834,95 U/g para 
el aislamiento H1 en el día 35, seguido por el aislamiento T11 con 3110,22 U/g en el día 
49, y finalmente en consorcio con 1833,33 U/g en el día 49 (Anexo H). Al evaluar la 
productividad, se observa la misma tendencia anterior, lo cual concuerda con la cinética 
donde el tratamiento con H1 sobresale en comparación con los otros tratamientos. 
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La actividad xilanasa presentó diferencias entre los tratamientos, como se muestra en la 
figura 5-9, el tratamiento con el aislamiento H1 presentó la mayor actividad xilanasa, y los 
tratamientos T1.1 y el consorcio no presentaron diferencias entre ellos en cuanto el área 
bajo la curva obtenida. La actividad xilanasa más alta fue 371,41 U/g de extracto 
enzimático en el día 35 con el aislamiento H1, seguido por 267,03 U/g en el día 49 con el 
consorcio y finalmente 177,72 U/g en el día 21 para el T11. Al analizar la productividad, 
se observan diferencias entre todos los tratamientos, teniendo la productividad más alta 
el tratamiento con H1 y la más baja en tratamiento con T1.1. Al observar la cinética, se 
observa aumento de la actividad enzimática en el tratamiento con H1 y a partir del día 35 
comienza a disminuir, por otro lado, el tratamiento T1.1 presenta un crecimiento de la 
actividad más lento durante todo el tratamiento. El consorcio presenta el mismo 
comportamiento del aislamiento H1 hasta el día 27, a partir de este la actividad decrece y 
vuelve a aumentar para el día 50 (Anexo H). 
 









































































La actividad Lacasa, se presentó únicamente en los tratamientos inoculados con T1.1 y 
T1.1+H1. Durante el tiempo de evaluación no se presentaron diferencias entre estos dos 
tratamientos en cuanto al área bajo la curva, al determinar la productividad, tampoco se 
presentaron diferencias (Figura 5-10). La actividad máxima presentada por el tratamiento 
con T1.1 fue en el día 14 (Anexo H), al observar el día 21, se presenta un decrecimiento 
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de la actividad, a partir de este día y hasta el día 35, la actividad se mantiene constante. 
En cuanto al tratamiento con el T1.1+H1, se observa un aumento constante de la 
actividad desde el día 7 hasta el día 42, donde presenta su máximo pico de actividad 
(Anexo H). 
 











































































La actividad manganeso peroxidasa se observó únicamente en los tratamientos 
inoculados con T1.1 y T1.1+H1. En la figura 5-11 se observa que estos dos tratamientos  
no presentaron diferencias en la actividad enzimática durante el tratamiento, 
adicionalmente al determinar la productividad, tampoco se evidenciaron diferencias. 
Como se observa en el anexo H, ninguno de los tratamientos presentó actividad durante 
todo el tiempo de evaluación, en el aislamiento T1.1 se detectó actividad entre los días 7 
a 28 siendo este último día el que presentó la máxima actividad. Por otro lado el 
tratamiento con los dos microorganismos, presento actividad entre los días 28 a 42, 
siendo este último el que presentó la máxima actividad. 
 











































































Como se puede observar en los resultados anteriores, no se encontraron diferencias con 
las actividades endoglucanasa y exoglucanasa entre los tratamientos. En cuanto a las 
actividades β-glucosidasa y xilanasa los tratamientos con T11 y T11+H1 no presentaron 
diferencias entre ellos, el aislamiento H1 presentó diferencias respecto a los otros dos 
tratamientos. En cuanto a la actividad ligninolítica, la producción de Lacasa y Manganeso 
peroxidasa no se detectó en el tratamiento con el aislamiento H1, lo cual está de acuerdo 
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con la literatura ya que el género Penicillium está reportado como celulolítico y xilanolítico 
y no es capaz de generar este tipo de enzimas (Chávez, et al., 2006; Marjamaa et al., 
2013), la poca actividad manganeso peroxidasa encontrada puede deberse a la 
presencia de manganeso en el medio, ya que este no fue adicionado, y tampoco se 
realizó una determinación del contenido de manganeso en el montaje.  
 
Los resultados obtenidos de las actividades enzimáticas, son congruentes con los 
resultados en la prueba de respirometría mostrada en el númeral 5.1, los resultados 
obtenidos en la evaluación de la degradación de los residuos, y las observaciones 
microscópicas y macroscópicas mostradas en el inicio del capítulo, donde se presentaron 
pocas diferencias entre el tratamiento con T1.1 y el tratamiento con T1.1+H1, observando 
poco crecimiento del H1 en el tratamiento del consorcio. En la literatura, por el contrario, 
los estudios realizados utilizando co-cultivos o consorcios microbianos para mejorar la 
actividad ligninocelulolítica han tenido resultados favorables, en un estudio realizado por 
Dwivedi, et al., 2011, la fermentación sólida con Penicillium oxalicum y Pleurotus 
ostreatus aumentaba el rendimiento de la actividad enzimática en comparación con los 
microorganismos individualmente. Los resultados de este trabajo indican que 
posiblemente el crecimiento del aislamiento T1.1 está inhibiendo el crecimiento del H1, 
esto puede deberse a que la velocidad de crecimiento del T1.1 es mayor que la del H1 
(numeral 5.1), lo que puede generar un efecto negativo, cabe recordar que el tiempo de 
inoculación entre los dos microorganismos fue el mismo y el tipo de inóculo fue diferente, 
por lo tanto, el ensayo podría establecerse estandarizando la inoculación del H1 antes 
que el T1.1, de esta forma se le da ventaja para que se genere la germinación de los 
conidios, otra opción puede ser aumentar la concentración o el tamaño del inóculo en el 
aislamiento H1, de esta forma va a tener una ventaja sobre el T1.1 y no se va a presentar 
la inhibición. 
5.3 Conclusión tercer objetivo 
Los resultados obtenidos en los ensayos de invernadero indican que los aislamientos H1 
y T1.1 tienen la capacidad de crecer sobre tamo de arroz como única fuente de 
nutrientes, adicionalmente en todos los tratamientos evaluados se observó disminución 
en el contenido de hemicelulosa en el residuo, así como actividad enzimática celulolítica 
y lignolítica, siendo estos, indicadores importantes en la degradación de tamo de arroz. 
No se encontraron diferencias entre el tratamiento con T1.1 y el tratamiento con la 
inoculación de los dos microorganismos T1.1 + H1 durante el tiempo de evaluación, por 
lo que es necesario estudiar el tiempo y tamaño del inoculo y el tipo de inoculación para 
este aislamiento y poder determinar si pueden encontrarse diferencias entre estos dos 




6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
 
Con el fin de obtener un producto para la degradación de tamo de arroz en campo, el 
grupo de investigación de bioprocesos y bioprospección, seleccionó 8 aislamientos con 
actividad celulolítica y/o ligninolítica, los cuales fueron evaluados en este trabajo. De 
estos aislamientos iniciales (correspondientes a Paecilomyces lilacinus, Trichoderma 
ghanense., Streptomyces sp., Pleurotus ostreatus, y cuatro especies del género 
Penicillium), se escogieron tres aislamientos H1, T1.1, 7.1, los cuales presentaron los 
mejores resultados en medio CMC y la prueba de respirometría. En la evaluación de la 
actividad enzimática utilizando diferentes fuentes de carbono y nitrógeno, se encontró 
que el aislamiento 7.1 tiene una mayor actividad celulolítica y xilanolítica cuando la fuente 
de carbono utilizada es tamo de arroz y la fuente de nitrógeno es inorgánica, por otro 
lado no se encontró relación entre las fuentes de carbono y las fuentes de nitrógeno en la 
inducción de la actividad celulolítica para el aislamiento T1.1, ya que se encontró que 
diferentes fuentes de carbono y diferentes fuentes de nitrógeno inducían diferentes 
enzimas. Como resultado de la evaluación de este objetivo, y teniendo en cuenta que la 
actividad enzimática del H1 evaluada por Sánchez, 2013, se seleccionaron el aislamiento 
H1 como celulolítico y el aislamiento T1.1 como ligninolítico para la evaluación de la 
capacidad de degradación de tamo de arroz en invernadero. Los dos aislamientos 
seleccionados tienen la capacidad de degradar tamo de arroz en condiciones de 
invernadero evidenciada indirectamente por la prueba de respirometría, observaciones 
microscópicas y la actividad enzimática obtenidos durante el tiempo de evaluación, lo que 
hace estos dos microorganismos potenciales para su aplicación en campo. En este 
trabajo no se encontraron diferencias entre la inoculación del T1.1 o la inoculación del 
T1.1 y el H1 en cuanto a crecimiento sobre el residuo, respitometría y actividad 
enzimática, sin embargo al ser el T1.1 (Pleurotus ostreatus) un microorganismo 
ligninolítico y el H1 (Penicillium sp.) un microorganismo celulolítico, es necesario revisar 
el tiempo y forma de inoculación para el establecimiento del tratamiento con los dos 
microorganismos y así poder establecer si el cambio de estas condiciones puede generar 
una mayor degradación. 
 
6.2 Recomendaciones  
 
A pesar de que se observó un resultado positivo con los microorganismos seleccionados 
para la degradación de tamo de arroz, es necesario aumentar el tiempo de la evaluación 
en invernadero para ver el comportamiento de la actividad enzimática y la degradación 
del residuo, así como estandarizar el tiempo y concentración de inoculación entre los 
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microorganismos para establecer o no diferencias entre la inoculación de estos 
microorganismos solos o como consorcio.  
 
Teniendo en cuenta que todos los ensayos realizados se evaluaron en condiciones 
estériles, es necesario realizar pruebas en condiciones no estériles ya que la influencia 
de otros microorganismos puede afectar la actividad enzimática y por ende la 
degradación del residuo. 
Es necesario el uso de técnicas diferentes a las utilizadas en este trabajo para la 

































A. Anexo: Medios de cultivo 
 
Medio Carboximetil celulosa 











Medio de Mandels y weber 
Componentes Cantidades L-1 
KH2PO4 2,0 g 
MgSO4·7H2O 0,83 g 
CaCl2 0,3 g 
Elementos traza:  
FeSO4·7H2O 0,005 g 
MnSO4·H2O 1,56 mg 
ZnSO4·7H2O 1,4 mg 
CoCl2 0,02 g 
Surfactante  
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Extracto de malta 2 
Lignina alcalina 1 
Guayacol* 0,4 ml 
Dioxano 10 ml 
Agar 13 
 









La curva de DNS se realizó preparando una concentración de 2g/L de glucosa o 
xilosa. 
 
Curva de p-nitrofenol 
 




























64 Evaluación de la actividad enzimática de aislamientos microbianos celulolíticos y ligninóliticos, 





















66 Evaluación de la actividad enzimática de aislamientos microbianos celulolíticos y ligninóliticos, 






















E. Anexo: Gráficas actividad 
xilanasa 
Actividad xilanasa 7.1 
 










G.  Anexo: Productividad de la 































































































































































Resultados obtenidos por Sánchez, 2013. 
Tratamiento Fuente de nitrógeno 
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